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錯体の安定性については、経験則ではあるが HSAB(Hard and Soft Acids and Bases)則の面か
ら議論することができる[17-19]。HSAB 則はルイス酸(金属)とルイス塩基(配位子)を用いて、
その硬さと軟らかさに基づいて分類できる(表 1.1)。一般に、硬い酸(HA: Hard Acid)は硬い塩






著な違いが現れる。Cu イオンを見てみる(表 1.1)と、酸化数によって、 
(軟らかい酸) Cu(I)  <  (中間の酸) Cu(II)  <  (硬い酸) Cu(III) 
の順番で硬い酸となる。配位子である塩基を見る(表 1.1)と、 
(軟らかい塩基) P, S  <  (中間の塩基) N  <  (硬い塩基) O 
の順番で硬い塩基となる。金属含有のタンパク質で、特に銅含有タンパク質を比較して見
てみると、Cu(III)は O原子を持つ配位子で、Cu(II)は N原子を持つ配位子で、Cu(I)は S 原
子を持つ配位子で配位され、安定な構造を取っていることが多い。また、HSAB 則では HA








いるのは、Asp や Glu の O原子、Cys や Met の側鎖の S原子、His の側鎖の N原子、または
チロシン(Tyr)の側鎖の O原子であることが多い。HSAB 則より、S (柔らかい塩基) < N (中
間の塩基) < O (硬い塩基)であり(表 1.1)、電子伝達系タンパク質であるアズリンやプラスト
シアニン等では Cys の S原子と Met の S原子、2 つの His の N原子等が主な配位子をして
おり、軟らかい金属である Cu(I)を安定化させている。また、配位しているアミノ酸を点変









 生体内で Cu は、Fe や Zn についで多く含まれている。Cu は、d 軌道に電子が 10 個(d10)









以前は 3 つの異なるタイプ(例えば、type 1(T1)と type 2(T2)、type 3(T3))に細分化されていた
(表 1.2)。ただし現在では、銅タンパク質の構造は、金属中心(銅サイト)の銅の数やそのレパ
ートリーによって分類がより増加し、より多くのタイプの定義が必要となっている。現在
の分類は、下記で述べるように 7 つの異なるタイプに基づく。 
 
・Type 1 Cu (T1Cu)： T1Cu 部位は、プラストシアニン[20, 21]やアズリン[22, 23]、シュー
ドアズリン[24]、アミシアニン[25-27]などのような電子伝達系タンパク質で発見されている。
酸化状態の Cu(II)により、その溶液が濃い青色を呈するため、これらのタンパク質は別名
blue copper protein と呼ばれる。これは T1Cu に配位するシステイン(Cys)由来の S原子から
T1Cu への電荷移動遷移(LMCT: Ligand to Metal Charge Transfer)によって、600 nm付近に強い
吸収を持つことに由来しており[14, 28, 29]、π-π*遷移と帰属されている[14, 28]。T1Cu 部位
5 
は、基本的には平面的に 2 つの His の側鎖であるイミダゾイル基の N原子と 1 つの Cys の






と正側にあることから Cu(I)を取りやすい。また、電子スピン共鳴(ESR: Electron Spin 
Resonance)スペクトルにおいては、Cu(II)の核スピン(I = 3/2)による特徴的な小さな 4本線の
超微細分裂(A// = ~ 50 G)を示す(表 1.2)。亜硝酸レダクターゼのような酸化還元酵素やマルチ
銅酵素(例えば、ビリルビンオキシダーゼやアスコルビン酸塩オキシダーゼ、ラッカーゼ[35]
など)でも T1Cu は見つかっている。T1Cu は電子を触媒活性中心へ伝達する役目を担ってい
る。 
 
・Type 2 Cu (T2Cu)： タンパク質中の T2Cu 部位を含む銅中心は、His や Tyr といった N
原子や O原子を含む配位子が正方平面型、または正方両錐型で配位した構造を取っている
ことが多い。T1Cu のように可視領域に強い吸収や、LMCT を持たない。しかし、d-d 遷移
による弱い吸収を持つため、溶液は薄い青色もしくは無色である[36]。ESRスペクトルは
Cu(II)の核スピン(I = 3/2)を反映する大きな超微細分裂(g// = ~ 180 G)に由来する 4本線を示す




でも Cu(II)が 3d9であり、縮重した軌道の電子が奇数個となることから Jahn-Teller 歪みが顕
著に現れる。配位子と d 軌道の間の電子間反発により結合長が伸び、正方型や軸方向に伸
びた四角錐型は Jahn-Teller 効果によるものである。 
 
・Type 3 Cu (T3Cu)： タンパク質中の T3Cu 中心は 2 つの Cu イオンを持つ複核構造であ
り、どちらの Cu イオンにも 3 つの His の N 原子が配位している。構造としては、四面体型
や四角錐構造を取っている。ヘモシアニンやカテコールオキシダーゼ、チロシナーゼ等の
複核構造を持つ銅タンパク質で発見されている[37]。酸化型の T3Cu は、2 つの Cu(II)状態に
より 2 つの銅中心は反強磁性的に相互作用し、スピンを打ち消すために ESRシグナルが現




・Type 4 Cu： Type 4 Cu 部位は、T2Cu と T3Cu から構成され、そしてそれらの Cu イオン
によって三核銅中心(TNC: Trinuclear Copper center)を形成する[38]。酸化反応を触媒するタン
パク質(例えば、ラッカーゼ、アスコルビン酸塩オキシダーゼ、セルロプラスミンなど)内で
発見されている。3 つの銅イオンは 8 つの His 残基と配位している。Type 4 Cu 型のタンパ
ク質は T2Cu と T3Cu だけでなく、T1Cu 中心をよく含む。その場合、マルチ銅オキシダー
ゼまたはブルーオキシダーゼに指定される。T1Cu 中心と TNCは Cys-His の電子移動経路を
経由して接続されている[38]。 
 
・CuA： CuA部位は、T3Cu 部位のような二核銅中心構造を取っており、配位子は Cys の S
原子や Met の S原子、His の N原子、トリプトファン(Trp)の主鎖のカルボニル基の O原子
が配位している。T1Cu 部位が 2 つ合わさったような構造をしており、この 2 つの銅イオン





取っており、2 つの Cu イオンは Cu(1.5)Cu(1.5)状態を取ることが分光学的に明らかにされて
いる[42-47]。CuA部位は Cysの S原子と Cuによる CT遷移に由来する大きな吸収帯を持ち、
濃い紫色を呈する[48-51]。このことからパープル銅タンパク質と呼ばれる。大部分の Cu 系
とは対照的に、CuA部位は著しく鋭い常磁性の NMR(Nuclear Magnetic Resonance)信号を与え、
この部位の電子構造の詳しい説明に使われている[50-51]。 
 
・CuB： CuB部位は、ヘム a3中心の軸位に配位した His と trans 型に位置し、ヘム鉄の Open







る特殊な銅中心のことである。CuZ中心には 4 つの Cu イオンに 7 つの His が配位し形成さ
れ、歪んだ四面体構造を取っている。3つの Cu イオンは 2 つの His と配位しているが、4
番目の Cu だけは 1 つの His と配位している。そのため、この部分が基質の結合部位に対応






分光学的・磁気的性質の異なる 3種類の Cuイオンを 4個含有(T1Cuイオンと T2Cuイオン、
2 つの T3Cu イオン)しているビリルビンオキシダーゼを対象とした(ビリルビンオキシダー
ゼの具体的な紹介は 3.1 節を参照)。ビリルビンオキシダーゼは、触媒活性が安定している
ため、疾病の原因であるビリルビンに対する検査薬や酵素燃料電池の電極などへの応用が
注目されている。T1Cu は基質であるビリルビンをビリベルジンに酸化し、約 14 Å離れた
BODの活性中心である三核銅中心(TNC)に電子移動する反応に寄与する。TNCは、T2Cu イ
オンと 2 つの T3Cu イオンで構成され、この部位で分子状酸素(O2)を水分子(H2O) に 4 電子
還元する。野生型(WT: Wild type)では、T1Cu 近傍の Trp396 は His398 と共有結合を形成して
いるが、T1Cu 配位子の Met467(M)を Gln(Q)に置換した変異型(Met467Gln: M467Q)ではこの









ダーゼの触媒サイクルに関する説明は 4.1 節を参照)。本論文では、WT BODの X線結晶構
造をもとに、高精度な QM/MM法を用い、触媒サイクル中の 4 電子還元の過程(完全酸化型
RO (Resting oxidized) → 完全還元型 FR (Fully reduced)および、完全酸化型 NI (Native 























ト分子軌道(FMO: Fragment Molecular Orbital)法があり、FMO計算の結果である相互作用エ












 本論文において第 2 章では本論文で用いた計算方法(QM/MM 法など)について説明する。 
第 3 章では、ビリルビンオキシダーゼの T1Cu 部位における構造変化と酸化還元電位を、
高解像度のWT BODと、WT BODで Met467 を Gln に点変異させた変異体である M467Q の
X 線結晶構造を用いて、QM/MM計算した結果を報告する。X線結晶構造の結果から、WT 
BODでは T1Cu に配位した His398 が近傍に存在する Trp396 と共有結合を作っているが、
M467Qの構造では T1Cu に配位している Met467 を Gln に変異させると His396-Trp398 の間
の共有結合が欠損するという結果が報告されている。また、構造だけではなく、WT BOD
に比べて、基質であるビリルビンに対する酵素活性が変異型 M467Qでは急激に低下(~0.3%)
し、T1Cu 周辺の酸化還元電位が WT BOD(560 mV)と比べて M467Q(430 mV)の方が低下する
ことが知られている。WT BODにおける His396-Trp398 間の共有結合の有無や、今回初めて
得られた M467Qの X線結晶構造が正しい電子状態なのか、１電子還元後(Cu(II)→Cu(I))の
構造変化が起こるのか、QM/MM計算を用いて確認した。また、WT BODと M467Q の間に
9 
は His396-Trp398 間の共有結合と点変異した効果の 2 つが入っているため、共有結合を持つ
M467Qのモデル構造を作成し、計算を行い、比較した。これらの解析から酸化還元電位を
低下させる原因を示す有力な結果を得た。この結果について報告をする。 
 第 4 章では、ビリルビンオキシダーゼにおける活性中心の構造変化と、その触媒サイク
ルについて詳細に調べた結果を報告する。先行研究で得られている MCOの構造とクラスタ
ー計算から MCOにおける分子状酸素(O2)から水分子(H2O)を生成する触媒サイクルが提案
















分子表示ビューワーであり、世界中で幅広い領域で使用されている PyMOL上の Plug-in で
あり、PyMOL上で立体構造に相互作用エネルギーを反映し、可視化することができる。本
プログラムの解析例として、レクチンと金属含有酵素について解析を行った。特に、ビリ
ルビンオキシダーゼの TNC周辺の Asp105 の点変異の実験結果と比較しながら、TNCの構
造の安定性を示した結果を報告する。 















表 1.1 HSAB(Hard and Soft Acids and Bases)則によるルイス酸とルイス塩基の分類. 















































































































































, R3P, R3As, (RO)3P, CN
-
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表 1.2 Type 1 Cu、T2Cu、T3Cu を持つ銅タンパク質の分光学的・磁気的性質と特徴. 












d-d 遷移 (600 nm)、  
電荷移動吸収帯CT 
(600 nm)  
濃い青色 
d-d 遷移(500～800 nm)、 
CT を持たない 
無色～薄い青色 
d-d 遷移(500～800 nm)、 










に起因する 4 本線 
ESR 不活性 (2 つの銅は
反強磁性的に相互作用) 
磁気的性質 常磁性 常磁性 反磁性 




第 2 章 計算手法 
 ここでは、主に QM/MM法について説明していく。その後、計算や解析で使用した
Population Analysis や RMSD(Root mean square deviation)などについて紹介する。これらの計
算や解析は第 3 章および第 4 章で使用した。第 5 章ではフラグメント分子軌道法を使用し
たため、フラグメント分子軌道法に関する説明は後述の第 5 章内で説明していく。 
2.1 QM/MM 法 
 高速ネットワークを生かしたソフト的超並列化によるコンピュータ処理速度の高速化研





























して間接的に取り扱う MM領域に分ける(図 2.1)。 
QM/MM法では、全系のハミルトニアンの表現には減法表現(subtractive scheme)と加法表現
(additive scheme)がある[61]。本論文では、加法表現を使用するので、 
 𝐻sys = 𝐻QM +𝐻MM +𝐻QM/MM (2.1) 
と表さられる[61]。下記では、QM電子、QM原子核、MM原子を区別するため、それぞれ
(i, j)、(a, b)、(m, n)を用いる。電子座標を𝒓 = (𝒓𝟏, 𝒓𝟐, … , 𝒓𝐌)、原子核座標を𝑹 = (𝑹𝟏, 𝑹𝟐,… , 𝑹𝐍)
とし、電子間距離を𝑟𝑖𝑗 = |𝒓𝑖 − 𝒓𝑗|、核座標距離を𝑅𝑎𝑏 = |𝑹𝑎 −𝑹𝑏|とする。また、MM原子の
分極効果に関しては無視するものとする。QMの原子核電荷を Z、MM原子上の有効点電荷
を Qとする。 







































 (2.1)式の右辺の第 2 項は MMのハミルトニアンであり、MM領域におけるエネルギーを
表す。MMのハミルトニアンは、 











































 (2.1)式の右辺の第 3 項は QM－MM間のハミルトニアンで、 
 𝐻QM/MM = 𝐻QM/MM
elec +𝐻QM/MM
vdW +𝐻QM/MM
































































elec は QM領域とMM領域間の点電荷の相互作用を表し、右辺第 1 項は QM電荷とMM 





が、電子 i と原子核 a に及ぼす電荷双極子相互作用を表す。 
境界上に化学結合が存在する場合、結合の切断方法として、QM 領域側の切断された化
学結合の末端にリンク原子を置くリンク原子法(図 2.2)がある。本論文ではリンク原子法を
用い、QM 領域と MM 領域の境界に設定された C-C単結合を、リンク原子として水素原子
(HL)を置くことで C-H単結合へ置き換えて計算を行った(図 2.2)。通常、リンク原子の位置
は、切断された結合の QM原子(Q1)と MM 原子(M1)の位置から次式のように計算される。 
 𝑹link = (1 − 𝑔)𝑹Q1 + 𝑔𝑹M1 (2.10) 
𝑔はスケールファクターで、通常𝑔= 0.7 程度を使用する。この値は、C-H 結合長(1.08 Å)と





2.2 Population Analysis 
 Population Analysis (PA)は、量子力学計算を使った結果の解析で良く使われている。現在
も幅広く使われている PAとして、Mulliken Population Analysis[63]や、Löwdin Population 
Analysis[64]、Natural Population Analysis[65, 66]がある。 
 いずれの PAにおいても、1 電子密度関数から始まる。 
 


















































































































2.3 平均二乗偏差 (RMSD) 





















δ𝑖 は i 番目の原子と参照構造中の i 番目の原子との距離[Å]、Nは比較する原子数を表す。
この RMSD計算では、アミノ酸内の主鎖の 1 原子(Cα)もしくは主鎖の重原子(C、N、O、Cα)
を使うことが多い。通常では、RMSDを最小にする 2 つの構造の重ね合わせを実行し、そ














∑((𝑎𝑖𝑥 − 𝑏𝑖𝑥)2 + (𝑎𝑖𝑦 − 𝑏𝑖𝑦)
2




と表せる。RMSDの単位は Åで、値が小さいほど 2 つの比較した構造が似ていることを示
す。注意しなければいけないことは、どのような原子を使って RMSDを計算したかが重要
となる。例えば、アミノ酸内の主鎖の 1 原子(Cα)や、アミノ酸内の 3 原子(N、Cα、C’)、水
素原子を除く全ての原子(重原子)を使用することが多い。原子数が少なければ RMSDの値
は小さくなる。また一般的に、構造の収束の基準として、RMSDの値が 0.3 Å以下であれば
2 つの構造は非常に良い一致を表し、RMSD の値が 0.5 Å 以下であれば少しずれが大きく、
RMSDの値が 1.0 Å以下となってくると 2つの構造は非常にずれが大きいことを表す。本論
文で使っている RMSDは 4.4.3 節を除いて、QM領域における水素原子を除く全ての原子(重
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原子)に対する RMSDを使用している。また、4.4.3 節の TNCに関する RMSDのみ、TNC
を構成する Cu イオン 3 個に対する RMSD の値となっている。 
 
2.4 LSONO 















と表現できる。𝜙𝑖は i 番目の原子軌道で、S は⟨𝜙1|𝜙2⟩のような軌道の重なり積分を表す。半





𝛼 = cos𝜃 𝜓+ + sin𝜃 𝜓−
𝜓1
𝛽
= cos𝜃 𝜓+ − sin𝜃 𝜓−
 (2.21) 
で表せる。 
 スピン非制限(BS: broken-symmetry)法の波動関数は、 
 




で与えられる。〈𝑆2〉と空の軌道間の重なり積分 T は、 






⟩ = cos2𝜃 
で与えられる。 




𝜓LNO1 = cos𝛾 𝜓+ + sin𝛾 𝜓−
𝜓LNO2 = −sin𝛾 𝜓+ − cos𝛾 𝜓−
 (2.24) 
と変換でき、理想的には𝛾 = π/4である。従って、LNO(Localized Natural Orbital)は、 
 |ΨBS





LNO⟩ = sin(𝜃 + π/4) (2.26) 







LNO⟩ = 1 (2.27) 
 𝑇BS





LNO⟩ = 𝑆(𝑆 + 1) + 𝑁LNO,𝛽 (2.29) 
となる。𝑁LNO,𝛽は、BS状態の磁気軌道空間中の βスピンの数を表す。 
 
 LNO法では、3 段階の計算が行われる[68]。最初の段階として、HS(highest spin)状態もし
くは BS状態を計算する必要がある。AF状態と比較して、波動関数の縮退が軌道配置中に
だけ現れることや縮退が Jahn-Teller 効果により多くの場合解決できることから、強磁性結合
(ferromagnetically coupled)の HS 状態は簡単に収束する。 
二段階目として、全波動関数は、スピンのない仮想的な(spinless)1 次密度行列(1-RDM: 







 HSの NOは、占有数によって 3 つ(DONO(Doubly Occupied Natural Orbital)と SONO(Singly 
Occupied Natural Orbital)、UONO(Unoccupied Natural Orbital))に分類できる。DONOと SONO、
UONOのぞれぞれは、占有数𝑛𝑖 ≈ 2、= 1、≈ 0に対応する。SONOはスピンサイト上に強く
非局在化しているが、1 つのスピンサイトに局在化する必要がある。 
 三段階目として、SONOを互いに局在化させる。これを LSONO(Localized Singly Occupied 
Natural Orbital)と呼ぶ[68]。局在化させる方法として、LSONOでは計算コストと局在化の質
の観点から Pipek-Mezey (PM)法[70]を使っている[68]。PM法では、Mulliken 原子電荷の和が




L = cos 𝛾 𝜓𝑖 + sin𝛾 𝜓𝑗
𝜓𝑗
L = −sin𝛾 𝜓𝑖 − cos𝛾 𝜓𝑗
 (2.31) 





















































2.5 DFT-D3 法 
 一般的に、 DFT(Density Functional Theory)では、van der Waals(vdW, dispersion)相互作用が
担う長距離の電子相関を正確に取り込まないことが通常である。しかしながら、原子や分









 Grimme らにより計算コストが比較的小さく、vdW 相互作用を DFT 法の中で取り扱える
分散力補正法として、DFT-D(method of dispersion correction as an add-on to standard Kohn-Sham 
(KS) density functional theory)法がある[72, 73]。この方法は通常の DFT 法に経験的なパラメ
ーターを用いた原子間の分散力ポテンシャル項を加えたものである。2体間の分散力を考慮
した DFT-D2 法[72]と 3 体間の分散力まで含める DFT-D3 法[73]が広く使われている。これ
らの方法は、通常の DFT 法にポストプロセスとして原子間の分散力ポテンシャル項を加え
るだけのため、追加の計算コストがほとんど発生しない利点がある。 
 全 DFT-D エネルギーは、 
 𝐸DFT−D = 𝐸KS−DFT − 𝐸disp (2.34) 
で与えられる。ここで、𝐸KS−DFTは通常の self-consistent KSエネルギーであり、選択した DF 
(Density Functional)から得られる。 
𝐸dispは 2 体間と 3 体間のエネルギーの和としての分散力補正項であり、 




















の平均(等方性、isotropic)の n 階(nth-order、n = 6, 8, 10, …)の分散力係数、𝑟𝐴𝐵は原子 Aと B
の核間距離を表す。𝑠𝑛は、n > 6 において𝐶6
𝐴𝐵が正確になるように漸近的に調整された DFに
依存するスケーリングファクターである。 










































𝐴𝐵  (2.40) 
 



















































と表される。ここで、(2.46) 式は、(2.37)式で𝛼 = 16、𝑠𝑟 = 4/3にし、構造的に平均の半径?̅?𝐴𝐵𝐶
を使用した damping関数である。 



































図 2.2 リンク原子法による QM/MM法における QM領域と MM領域の間の境界領域の概要
図. リンク原子法は QMと MMの境界領域で QMの共有結合を切断する方法. HLがリンク

















分子内に酵素活性に必要な、分光学的・磁気的性質の異なる 3 種類の 4 個の銅原子を含み、
Cu 原子が電子移動などの機能を担う酸化還元酵素である(図 3.1)。BODは、4 つの Cu イオ
ンとアミノ酸 535 残基、全系として 4402 原子を持つ(水素原子を除く)。BODは、基質特異
的にビリルビン(Bilirubin、図 3.2)と結合し、ビリルビンを酸化してビリベルジン(Biliverdin、
図 3.2)を生成する。本反応に共役して、基質のビリルビンを酸化して得た電子を用い、分子
状酸素(O2)を水(H2O)に還元する 4 電子還元反応を触媒する[74, 75]。 








位であり、酵素反応のトリガーとなる Type 1 Cu (T1Cu)部位や、Type 2 Cu (T2Cu)と 2 つの
Type 3 Cu (T3Cus、T3aCu と T3bCu を含む)を含む還元部位である三核銅中心(TNC)を持って
いる[86] (図 3.1)。T1Cu は基質から電子を受け取り、受け取った電子を TNCへ受け渡し、
最終的な電子アクセプターの O2は活性酸素の放出をしないで H2Oに変わる[87, 88]。ラッカ
ーゼ[35]とは異なり、BODは中性の pHにおいて高い反応性と安定性、塩化物イオンに対す
る高い耐性を持つため、生理環境下でO2の還元剤として理想的な促進剤の候補である[85]。 
 T1Cu周辺のMetは、BODやアスコルビン酸オキシダーゼ[89]、CueO (Cu efflux Oxidase)[90, 
91]、CotA (endospore coat protein A) [92]などの MCOでは、T1Cu に軸位に配位している。BOD
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の T1Cu 部位は、他の MCOの T1Cu 部位と比較して比較的(約 0.2 V程度)高い酸化還元電位
を持つ[93, 94]。 
T1Cu 部位をステラシアニン型のように T1Cu 周辺の Met を Gln に置換した変異型
(Met467Gln: M469Q)に変異させると、野生型(WT: wild type)と比較して M467Qはビリルビン
を酸化させる酵素活性が激減する(~0.3%) [30, 95]。これは点変異によって T1Cu 部位の酸化
還元電位が低下したことによる。先行研究の実験では WT から M467Qに変異させると酸化
還元電位が、560 mV から 430 mV[30]、または 470 mV から 270 mV[95]、Ag|AgCl の基準電
極で測定すると 460 mVから 230 mV[96]まで低下している。さらに、Met467 を Gly 
(Met467Gly)や His (Met467His)、Arg (Met467Arg)に点変異させた場合にも WTと比較して酵
素活性が 0.01~0.26%程度に激減し、さらに、Met467 は T1Cu に配位するが、Met467Glyや
Met467His、Met467Argは T1Cu に配位しなくなる[30]。つまり、Met467 は T1Cu 周辺の構造
や酵素としての酸化還元反応に非常に重要な役割を果たしている配位子である。 
 WT BODの X線結晶構造は、真菌である Myrothecium verrucaria から解像度 2.3 と 2.4 Å
で解析されていて、水谷らは主に銅イオンサイトの構造を中心に議論している[97, 98]。
Cracknell らが報告した Myrothecium verrucaria からの WT BOD の 2 つ目の X線結晶構造
(PDB ID: 2XLL) [98]では、Cracknellらは言及しなかったが PDB の立体構造を確認すると、
T1Cu の配位子の一つである His398 のイミダゾール環と Trp396 のインドール環が異常に近
い距離(1.9 Å)にあり、この距離では His398 のイミダゾール環と Trp396 のインドール環に付
いている水素の距離では短すぎており、その水素が取れて His-Trp のリンク(共有結合)があ
る可能性を示唆している。しかし、水谷らによって報告されている 1 つ目の構造[97]では、




柴田と片岡らは新たに BODの高解像度の X 線結晶構造を解き、WT BOD 
(PDB ID: 6IQZ) を解いただけでなく、初めて変異体である M467Q BOD (PDBID: 6IQY)も
T1Cu 周囲だけでなく全体の立体構造を決定した[99]。WT BODでは Trp396 と His398 の共
有結合が存在しているが、M467Q BODではこの共有結合を失っている(図 3.3) [99]。 
この二種類(WT BODと M469Q BOD)の X線結晶構造をもとに、高精度な量子力学/古典






 計算モデルの初期構造は、高解像度の WT BOD (PDB ID: 6IQZ)と変異型 M467Q BOD 
(PDBID: 6IQY)の X線結晶構造(それぞれ 1.43 Åと 1.60 Åの解像度)[99]を基に、それぞれの
構造を鋳型とした。 
 各残基のプロトン化状態は、タンパク質の pKa計算プログラムの PROPKA[100-102]によ
って、アミノ酸残基毎の pKa (酸解離定数で、水溶液中で水素イオンが解離しやすいかを表
す指標)を計算することでアミノ酸残基(Asp や Glu、His、Lys、Arg)のプロトン化状態を検討
した。その結果として、アスパラギン酸残基に関して Asp224 と Asp464 をプロトン化状態
(Ash)にした。また、ヒスチジン残基に関して His96 は ε位(Hie)で、His94 と His134、His136、
His401、His403、His456、His458 は δ位でプロトン化(Hid)させ、His262 だけは δと ε位に(ダ
ブル)プロトン化(Hip)した。各ヒスチジン残基は周囲の環境が非常に影響するため、立体障
害や原子間の距離を分子表示ビューワー上において目視で確認し、周囲の環境から判断し
た。WT BODでは Trp396 のインドール環の C 原子(CD1)と His398 のイミダゾール環の N 原
子(NE2)の距離が 1.40 Å[99]なので、それぞれの原子を脱プロトン化した Trx396 と Hix398
に指定した。M467Q BODはこの距離が 2.88 Åと離れており[99]、共有結合していないので
通常のプロトン化状態である Trp396 と His398 に設定した。T1Cu に平面上から配位してい
る配位子の一つである Cys457 は、Cys のチオール基が脱プロトン化されていると経験上さ
れているが、HSAB 則では Cu は－SHと－S-(脱プロトン化)の可能性もあるので、Cys と脱
プロトン化状態の Cyx に対して計算を行った(表 3.1)。 
 汎用量子化学計算プログラム NWChem [103]を使用し、BODを 12 個の Na+で中性化し、
MMの溶媒環境としては TIP3P の水分子を直径 90 Åの球状に覆ったモデルを作成した(図
3.4a)。結果として計算モデル全体は、約 10,000 個の水分子(約 30,000 原子)を配置し、BOD
は 535 残基(約 8,300 原子)、Cu が 4 個含んだ系となった。 
 計算モデルの平衡化のため、以下の分子動力学(MD: Molecular dynamics)シミュレーショ
ンを NWChemプログラムで実行した。(1) MMレベルで水素原子のエネルギー最小化を行
った。(2) 298.15 Kにおいて Na イオンと溶媒の水分子、水素原子の全てに対して 10 ps の
MDシミュレーションを行った。(3) 298.15 Kか 0 Kまで 10 psのアニーリングを実行した後、
同じ拘束条件下で 1000 step のエネルギー最小化計算を行った。従って、重原子の座標位置
は X線結晶構造と同じ位置にあり、全ての原子は計算モデルを作るためにきちんと再配置
された。また、MDシミュレーション中の一箇所の構造しか使用しなかったため、酸化還元
電位を確認することにおいては、(2)を 20 ps と 30 ps に延長した計算結果を初期構造にした
計算も行った。 
 MDシミュレーションで最適化された構造を初期構造として、NWChemプログラム
(Version 6.3)を使用し QM/MM計算を実行した。計算レベルには UB3LYP-D3 (Unrestricted 
density functional theory with the B3LYP exchange-correlation functional[104] and Grimme’s D3 
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dispersion correction [105])をQM領域に使用し、MM領域はAMBER 99力場[106]を適用した。
基底関数には Cu イオンとそれ以外の原子をそれぞれ LanL2DZ (Los Alamos ECP plus DZ)と 
6-31G(d)[107-110]を指定した。QM/MMの境界には、リンク原子として水素原子を使用した。
非結合項の QM-MM相互作用では、構造最適化計算とエネルギー最適化計算のそれぞれは 9 
Å のカットオフありとカットオフ無しの electron embedding法(QMのハミルトニアンにMM
との静電相互作用を取り込み、Electrostatic effect と Steric effect を考慮した方法)を使用した。
QM領域には T1Cu 周辺の 5 つのアミノ酸残基(Trp396 と His398、Cys457、His462、Met467 in 
WT / Gln467 in M467Q)と T1Cu イオンを選択した(図 3.4b,c)。MM領域は QM領域以外の全
ての原子である。酸化還元電位を見積もるために、ギブス自由エネルギー差を T1Cu の 2 つ
の電荷状態間(Cu(II)と Cu(I))から求めた。 
 WT BODと M467Q BODの間には、Trp396 と His398 の共有結合と変異体の 2 つの効果が
入っているため、変異体の効果だけが入った Trp396 と His398 の共有結合を持つ M467Q 
(Bonded M467Q)のモデルを作成した。Bonded M467Q は WT BODの X線結晶構造(PDB ID: 
6IQZ)から PyMOL [111]のプラグイン“Mutagenesis”を使ってモデルを作成し、他の構造同様
に MDシミュレーションで緩和させ QM/MM法で構造最適化を行った。タンパク質等を描
画する際には、 VMD (Visual molecular dynamics) [112]を用いて作図した。計算資源には国
内のスーパーコンピュータ(COMA＠Univ. of Tsukuba)を利用した。 
 
3.3 QM/MM 計算の結果 
3.3.1 QM/MM構造最適化の結果 
 WT BODと M467Q BODの X線結晶構造[99]で、Trp396-His398 の共有結合の妥当性を
QM/MM計算の結果から評価した。 
WT BOD における T1Cu 部位周辺を選択した QM領域に対する QM/MM法で構造最適化
した結果を図 3.5 に示す。図 3.5(a)は T1Cu イオンが Cu(II)状態を、図 3.5(b)は Cu(I)状態の結
果を表す。全てピンク色のスティック表示で示した構造がWT BODのX線結晶構造(PDB ID: 
6IQZ)を表し、その他の色で表した構造が QM/MM法による構造最適化の結果を示す。表 3.2
にCys457が脱プロトン化状態(Cyx)の場合でのX線結晶構造(PDB ID: 6IQZ)とQM/MMの最
適化構造における水素原子以外の(重原子の)原子座標の RMSDと T1Cu部位における 2つの
原子間距離を表した。表 3.2 の単位は全て Å であり、丸括弧内の値は線結晶構造(PDB ID: 
6IQZ)と QM/MMの最適化の結果との間の距離の差分を表す。先ず結合長を見ていくと、
Trp396 の炭素原子(CD1)と His398 の窒素原子(NE2)の間の共有結合長は、X線結晶構造の結
合長(Rexp = 1.40 Å)[99]と比較して、Cu(II)と Cu(I)状態の両方において QM/MM計算の結果で
正確に再現できた(それぞれ Rcalc = 1.40 Å, 1.39 Å)。T1Cu との配位の距離を見ると、His398
の窒素原子(ND1)や Cys459 の硫黄原子(SG)、His462 の窒素原子(ND1)では Rcalc =1.98~2.20 Å
の値であり、X線結晶構造と比較しても変化量は ΔRcalc =-0.07~0.12 Å 程度の違いしかなかっ
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た(表 3.2)。T1Cu と Met467 の硫黄原子(SD)間の距離を見ると、X線結晶構造の結合長は Rexp 
= 3.36 Å [99]であり、QM/MM計算の結果はCu(II)とCu(I)状態に対してそれぞれ Rcalc = 3.30 Å、 
3.46 Åで良い一致を示した。T1Cu の配位の結合長を比較すると、T1Cu-SD-Met467 の結合
長は、他の 3 つの結合長と比べても 1.4 Å程度長くなっている。これは T1Cu に弱く配位し
ていることとも一致している(表 3.2)。 
 M467Q BODにおける T1Cu部位周辺を選択したQM領域に対するQM/MM法で構造最
適化した結果を図 3.6 に示す。図 3.6(a)は T1Cu イオンが Cu(II)状態を、図 3.6(b)は Cu(I)状態
の結果を表す。全てピンク色のスティック表示で示した構造が M467Q BODの X線結晶構
造(PDB ID: 6IQY)を表し、その他の色で表した構造が QM/MM法による構造最適化の結果を
示す。表 3.2 を見ると、QM/MM計算より Trp396-CD1 原子と His398-NE2 原子との距離は
Cu(II)と Cu(I)状態でそれぞれ Rcalc = 3.08 Å、3.14 Åであり、X線結晶構造(PDB ID: 6IQY)で
は Rexp = 2.88 Å [99]であり、概ね一致している。実験結果より結合距離が離れていることか
らも Trp-His の共有結合は欠損していると考えられる。T1Cu との配位の距離を見ると、
His398 の窒素原子(ND1)や Cys459 の硫黄原子(SG)、His462 の窒素原子(ND1)では Rcalc 
=1.97~2.23 Å の値であり、X線結晶構造と比較しても変化量は ΔRcalc = -0.07~0.22 Å の違い
であった(表 3.2)。また、T1Cu と Gln467 の酸素原子(OE1)の配位の距離は、Cu(II)と Cu(I)状
態でそれぞれ Rcalc = 2.45 Å、2.88 Åで Met の S原子に比べて近くなっており、さらに Cu(II)
状態では X線結晶構造の距離 Rexp = 2.72 Åと比較して、ΔRcalc = −0.27 Åと変化量が大きかっ
た。これは経験則である HSAB 則を考えると、Cu(I) < Cu(II)であり、S < N < Oであること
から Cu(II)では強く配位し、Cu(I)ではそれよりは弱く配位していることがわかる。
Gln467-OE1と T1Cuの距離は Cu(I)の結合長の方が X線結晶構造に近い結果となった。T1Cu
の配位の結合長を比較すると、T1Cu-OE1-Gln467 の結合長は、他の 3 つの結合長と比べて
も 0.6 Å程度長くなっている。これは T1Cu に弱く配位していることとも一致している(表
3.2)。 
また、WT と M467Q BODのそれぞれの RMSD を比較すると、1 電子還元後(Cu(II)→Cu(I))




M467Q BODで、T1Cu と Met467-SD/Gln467-OE1 の結合長はそれぞれ 0.16 Å、0.43 Å伸長し
た(表 3.2)。 
表 3.3にCys457がプロトン化状態の場合でRMSDと結合長を示す。WTではTrp396-His398
間の共有結合の距離や 2 つの His や Met467 との T1Cu の距離は大きな変化はなかったが、
Cys457 はチオール基の S原子(SG)に水素が付いている関係で、X線結晶構造より ΔRcalc = 
0.11 ~ 0.14 Åほど長くなり配位が少し弱くなっている。また、M467Qでも Trp396-His398 間
の共有結合の距離や 2 つの His や Met467 との T1Cu の距離は大きな変化はなかった。T1Cu
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と Cys457-SGの距離は ΔRcalc = 0.05~0.17 Åほど長くなった。しかし、Gln467-OE1 を見ると、
Cu(II)でも Cu(I)状態でも ΔRcalc = -0.29 ~ -0.59 Åまで結合距離が短くなっており、T1Cu との
配位結合の 4 つ全てで強く配位している結果となった。 
 
3.3.2 T1Cu周辺の分子軌道 
BODのそれぞれの構造に対する分子軌道の寄与は、Localized natural orbital analysis [68]を
使って解析した。図 3.7 に WT BODにおける分子軌道を示す。図 3.7 (a)は脱プロトン化状
態の Cyx457 で、Cu(II)状態における HOMO(Highest Occupied Molecular Orbital)を、図 3.7 (b)
は脱プロトン化状態の Cyx457 で、Cu(I)状態における LUMO(Lowest Unoccupied Molecular 
Orbital)を表示している。 図 3.7 (c), (d)はプロトン化状態の Cys457 における Cu(II)の HOMO
と Cu(I)の LUMOに対応する。Cu(II)状態を見ていくと(図 3.7(a))、分子軌道の主な要素は
Cys457 の S原子(SG)の p 軌道であり、T1Cu のdx2−y2軌道と His398 と His462 の N原子の
lone-pair の軌道が非局在化し、His398 と His462、Cys457 が x-y 平面上で三角形を形成して
いる(equatorial coordination)。それに加えて、Met467 の S原子が T1Cu に z 軸方向(軸位)に弱
く配位している(axial coordination)。しかし、Cys457 がプロトン化した状態の図 3.7(c, d)を見
ると、HOMOが T1Cu のdx2−y2軌道ではなく、Met467 の S原子に非局在化している軌道と
なっているため、先行研究の結果[14, 21, 28]とも一致していない。また、Cu(II)状態の T1Cu
部位の電子構造は典型的な歪んだ四面体構造を取っており、先行研究の結果[30-34]とも一
致する。Cu(I)も同様に歪んだ四面体構造を取っている(図 3.7(b))。 
図 3.8 に M467Q BODにおける分子軌道を示す。WT と同様で、分子軌道の主な要素は
Cys457 の S原子(SG)の p 軌道であり、His398 と His462、Cys457 が x-y平面上で三角形を形
成するように配位し、Gln467 の O原子が T1Cu に z 軸方向(軸位)に弱く配位している。しか
し、Cys457 がプロトン化状態だと、WT同様に HOMOが T1Cu のdx2−y2軌道でなくなって
おり、Gln467 の O原子の p 軌道に非局在化している軌道となっているため、電子状態とし
て好ましくない。 
図 3.7(a,b)や図 3.8(a,b)を見ると、T1Cu 周りの分子軌道の分布は M467Qの変異体の効果の
影響を受けていないことがわかる。しかしながら、WTとM467Q BODの角度を比較すると、
∠ND1(His398)-T1Cu-SD(Met467)= 78.9°であり、∠ND1(His398)-T1Cu-OE1(Gln467)=88.2°で
あった(表 3.4)。この結果は先行研究で Met が配位した T1Cu との角度と比べて、Gln が配位
した T1Cu との角度より小さくなること[113]と一致する。Trp396-His398 の架橋により、変
異体と比べてのこのように角度について変化が起こり、His398 の N原子の lone-pair の軌道
を変形することや、T1Cu のdx2−y2軌道の混成に影響を及ぼしていると考えられる。この結
果は Trp396-His398 の架橋が T1Cu 部位の酸化還元電位を調節していることを示している。 
また、図 3.9 と図 3.10 にそれぞれ WT と M467Q BODの T1Cu 周りの 4 つの配位子で作る
三角錐を描画している。WT BODの T1Cu の配位子は MCOであるアミシアニンの周辺環境
と同じであり、M467Q BODの T1Cu の配位子は MCOであるステラシアニンの周辺環境と
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同じである[113]。アミシアニン型では T1Cu に強く配位する 3 つのアミノ酸残基(2 つの His
と Cys)で作る三角形の x-y 平面上に T1Cu が存在し[30, 81]、今回の図 3.9 の WT BODでも三
角形の x-y 平面上に T1Cu が位置している。逆に図 3.10 の M467Q BODでは三角形の x-y 平




 表 3.5 に QM/MM計算により求めた QM/MMエネルギー差(∆𝐸 = 𝐸Cu(II) − 𝐸Cu(I))とギブス
自由エネルギー(酸化還元電位)差(∆𝐺 = 𝐺Cu(II) − 𝐺Cu(I))を示している。 
ギブス自由エネルギーは、 
 𝐺 = 𝐻 − 𝑇𝑆 (3.1) 
で求めた。Hはエンタルピー[a.u.]、Tは熱力学温度[K]、S は全エントロピー[cal / (mol * K)]
である。エンタルピーHは、 
 𝐻 = 𝐸DFT +𝐻𝑐𝑜𝑟𝑟 (3.2) 











 𝑄 = 𝑄elec × 𝑄trans × 𝑄rot × 𝑄vib (3.4) 
で与えられ、𝑄elec、Qtrans、𝑄rot、𝑄vibのそれぞれは、電子分配関数、並進分配関数、回転
分配関数、振動分配関数を表す。(3.3)式に、(3.4)式を代入すると、 
 𝑆 = 𝑆elec × 𝑆trans × 𝑆rot × 𝑆vib (3.5) 
が得られる。ここで、(理想気体モデルでは)電子エネルギー順位の間隔は一般的に広いため、
温度変化で電子状態が影響を受けることはないため、 
 𝑆elec ≈ 0 (3.6) 
と近似できる。このため、理想気体モデルでのエントロピーS は、 
 𝑆 = 𝑆trans × 𝑆rot × 𝑆vib (3.7) 
となる。並進のエントロピー𝑆transは、 
 
















ln𝑇 + ln𝜎 − 2.7106} (3.9) 
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で与えられる。ABCは主慣性モーメント A、B、Cの積であり、𝜎は回転対称数(例えば、水
分子の場合は𝐶2𝑣対称性から 2 となる)を表す。振動のエントロピー𝑆vibは、 
 


































 m/s)である。以上より、(3.7)式を使ってエントロピー項 S を求めることが
できる。 
また、室温である T = 298.15 K で計算している。また、表 3.5 と表 3.6 の上付の数字はそ
れぞれ MDシミュレーションの緩和時間が異なる結果を使用している。構造 1 は 298.15 K
で 10 ps 緩和したものであり、構造 2 が 298.15 K で 20 ps、構造 3 が 298.15 K で 30 ps 緩和
した構造を初期構造として QM/MM計算をしている。 








ぞれ 3.16 eV、3.26 eV、3.16 eVであった。これらは MDシミュレーションの緩和の違いが
あるため、QM周辺の MMが異なるため MMの影響を確かめるため行ったが、QM/MMエ
ネルギー差に大きな違いはなかった。Cys457 がプロトン化した状態では、WT と M467Q の
∆𝐸は、それぞれ 7.60 eVと 6.80 eVであり、プロトン一つ分の違いで Cyx457 の結果と比べ
て 2 倍以上のエネルギーになっている。また、ギブス自由エネルギー(酸化還元電位)差(∆𝐺)
は、WTと M467Qそれぞれ∆𝐺WT= 3.85 eVと∆𝐺M467Q= 3.26 eVであった。従って、ギブス自
由エネルギー(酸化還元電位)差の変化量(∆∆𝐺)は、∆∆𝐺 = ∆𝐺M467Q − ∆𝐺WT = -0.59 eVであり、
WT BODに比べて、M467Q BODの酸化還元電位が低下していることを表す。この結果は、
M467Q BODで観測されているWT BODと比較して酸化還元電位が減少する傾向[30, 47, 62]
と一致する。 
 WT と M467Q BODの間には Met467Gln の変異と Trp396-His398 の架橋の有無といった 2
つの構造の違いがある。そこで、この 2 つの構造の違いがどのように T1Cu 部位の酸化還元
電位に対して影響するかを決定するために、WT BODを PyMOLプログラムのプラグインを
使用して Met467 を Gln に点変異させ、Trp396–His398 の共有結合を持つ変異型 M467Q BOD
のモデル(Bonded M467Q BOD)を作成し、QM/MM法を用いて理論的に解析を行った。構造
に関しては、QM/MMの構造最適化計算の M467Qと同様の結合長の伸縮の傾向を Bonded 
M467Qでも再現していた。Bonded M467Qの QM/MMエネルギー差(∆𝐸)とギブス自由エネ
ルギー(酸化還元電位)差(∆𝐺)は、それぞれ 3.62 eVと 3.66 eVと求まった(表 3.5)。従って、
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M467Qの変異体効果と Trp396–His398 の共有結合のそれぞれの寄与は、ΔΔGM467Q = −0.19 eV 
(= ΔGbonded M467Q − ΔGWT) と ΔΔGdecrosslinked = −0.40 eV (= ΔGM467Q − ΔGbonded M467Q)であった(図
3.11)。この結果は、M467Qに変異させることと Trp396-His398 の共有結合の有無の両方が






 表 3.7 には T1Cu に直接配位(His398、Cys457、His462、Met467 または Gln467)している原
子とTrp396のCD1原子のMulliken電荷を示す。酸化還元に直接関与すると考えられるT1Cu




のそれぞれで-0.49 と-0.46 であったが、一方で WTの Met467 の S原子(SD)はそれぞれ 0.07
と 0.11 であった。これらのアミノ酸残基は分子軌道には関与しないが、上記で述べたよう
に、T1Cu によるこれらの原子のクーロン相互作用が酸化還元電位に影響を及ぼす。M467Q
のクーロンポテンシャルの変化のおおきさが WT と比べて大きいため、Gln467 中の OE1 原
子によるM467Qの酸化還元電位への寄与は、WT中のMet467のSD原子とは著しく異なる。
ただし、X線結晶構造中で T1Cu と OE1 原子と SD原子の距離はそれぞれ 2.74 Åと 3.36 Å
であることに留意する必要がある。しかしながら、His398 の実効電荷(His398 中の全ての原
子電荷の総和)は、WT 中では酸化状態(Cu(II))と還元状態(Cu(I))のそれぞれで-0.17 と-0.18 で
あり、M467Q中では 0.18 と 0.12 であった。さらに、Trp398 の実効電荷は、WT 中では酸化
状態(Cu(II))と還元状態(Cu(I))のそれぞれで 0.26 と 0.19 であり、M467Q中では-0.07 と-0.06




3.4 第 3 章の総括 
 WT BODに比べて、変異体の M467Q BOD は T1Cu 周辺の酸化還元電位が低下し、さらに
ビリルビンに対する酵素活性が急激に低下(~0.3 %)することが知られている。高解像度の










ることからも Trp-His の共有結合は欠損していると考えられる。T1Cu の 4 つの配位子に関
しても X線結晶構造の結合長と比較し、距離の変化量が小さいことから X線結晶構造と非
常に良い一致をした。 




に、プロトン化状態である Cys457 では、Cu(II)の HOMOが T1Cu の d 軌道ではなく、T1Cu
の軸位に弱く配位している Met467 の S原子に非局在化している分子軌道になっており、先
行研究と一致しない。この結果から Cys457 は脱プロトン化していることを示唆している。 
QM/MM計算により求めたギブス自由エネルギー(酸化還元電位)差(∆G)は、WT と M467Q
それぞれ 3.85 eVと 3.26 eVであり、ギブス自由エネルギー(酸化還元電位)差の変化量(∆∆G
＝∆GM467Q-∆GWT)は、-0.59 eVであった。この結果は M467Q BODで観測されている酸化還
元電位が減少する傾向を再現した。ギブス自由エネルギー差が減少する原因を調べるため、
Trp396–His398 の共有結合を持つ変異型 M467Q BODのモデル(Bonded M467Q BOD)を作成
し、QM/MM法を用いて理論的に解析を行った。M467Qの変異体効果と Trp396–His398 の
共有結合のそれぞれの寄与は、∆∆GM467Q = −0.19 eV (= ΔGbonded M467Q − ΔGWT) と∆∆Gdecrosslinked 














表 3.1 T1Cu 周辺における QM/MM法の計算条件とその詳細 
計算条件 
計算プログラム NWChem (Version 6.3) 
計算レベル UB3LYP-D3 
基底関数 
Cu 原子: LanL2DZ, ECP 
他の原子: 6-31G(d) 
PDB ID 
WT BOD: 6IQZ 
M467Q BOD: 6IQY 
溶媒環境 TIP3P, 水球 90 Å (約 30,000 原子) 
MM領域 AMBER 99 力場 








計算機 COMA@Univ. of Tsukuba 
QM領域 T1Cu、Trp396、His398、Cys457、His462、











表 3.2 Cys457 が脱プロトン化状態(Cyx)の場合で、2つの X線結晶構造(PDB ID: 6IQZ、6IQY)
と QM/MMの最適化構造における水素原子以外の(重原子の)原子座標の Root Mean Square 





















– – 1.40 2.06 2.16 2.05 3.36 – 
WT  
(QM/MM) 
Cu(II) 0.082 1.40 ( 0.00) 2.01 (−0.05) 2.17 ( 0.01) 1.98 (-0.07) 3.30 (−0.06) – 




– – 2.88 2.01 2.25 1.99 – 2.72 
M467Q 
(QM/MM) 
Cu(II) 0.148 3.08 ( 0.20) 2.03 ( 0.02) 2.18 (−0.07) 1.97 (-0.02) – 2.45 (−0.27) 




Cu(II) – 1.41 ( 0.01) 2.02 ( 0.01) 2.19 (−0.06) 2.00 ( 0.01) – 2.42 (−0.30) 
Cu(I) – 1.39 (−0.01) 2.16 ( 0.15) 2.22 (−0.03) 2.02 ( 0.03) – 2.79 (0.07) 












表 3.3 Cys457 がプロトン化状態の場合で、2 つの X線結晶構造(PDB ID: 6IQZ、6IQY)と
QM/MMの最適化構造における水素原子以外の(重原子の)原子座標の RMSDと T1Cu部位に





















– – 1.40 2.06 2.16 2.05 3.36 – 
WT  
(QM/MM) 
Cu(II) – 1.41 ( 0.01) 2.01 (-0.05) 2.30 ( 0.14) 1.96 (-0.09) 3.33 (-0.03) – 




– – 2.88 2.01 2.25 1.99 – 2.72 
M467Q 
(QM/MM) 
Cu(II) – 3.02 ( 0.14) 1.98 (-0.03) 2.42 ( 0.17) 1.95 (-0.04) – 2.13 (-0.59) 
Cu(I) – 3.06 ( 0.18) 2.04 ( 0.03) 2.30 ( 0.05) 2.00 ( 0.01) – 2.43 (-0.29) 










































WT           
X-ray – 130.2 100.7 79.1 – 127.5 94.0 109.1 – – 
QM/MM Cu(II) 125.0 100.8 78.9 – 131.8 92.2 112.5 – – 
QM/MM Cu(I) 118.8 97.7 71.8 – 142.3 91.7 109.3 – – 
M467Q           
X-ray – 125.0 103.9 – 90.1 128.6 – – 99.5 95.1 
QM/MM Cu(II) 123.1 101.5 – 88.2 130.5 – – 99.7 102.3 























1  ∆𝐺1 = 𝐺Cu(II)
1 − 𝐺Cu(I)
1  ∆𝐸2 = 𝐸Cu(II)
2 − 𝐸Cu(I)




Cyx 3.80 3.85 3.75 3.97 
Cys 7.60 7.57 － － 
M467Q BOD 
Cyx 3.19 3.26 3.22 3.16 
Cys 6.80 6.79 － － 
Bonded 
M467Q BOD 
Cyx 3.62 3.66 － － 
a上付の数字はそれぞれ MDシミュレーションの緩和時間が異なる結果を使用している. 上
付数字の 1は 298.15 Kで 10 ps緩和したものであり、2が 298.15 K で 20 ps、3が 298.15 K で















































Cyx -0.61 -0.59 -0.54 -0.81 
Cys -0.80 -0.78 － － 
a上付の数字はそれぞれ MDシミュレーションの緩和時間が異なる結果を使用している. 上
付数字の 1は 298.15 Kで 10 ps緩和したものであり、2が 298.15 K で 20 ps、3が 298.15 K で

























表 3.7 UB3LYP/6-31G(d)レベルでの BODの T1Cu 周辺の配位子に対する Mulliken 電荷. 
  T1Cu state 
Trp396 His398 Cys457 His462 Met467 Gln467 
T1Cu 
CD1 ND1 SG ND1 SD OE1 
WT 
Cu(II) 0.42 −0.55 −0.06 −0.58  0.07 – 0.33 
Cu(I) 0.43 −0.46 −0.36 −0.53  0.11 – 0.08 
Cu(II)–Cu(I) -0.01 −0.09  0.30 −0.05 −0.04 – 0.25 
M467Q 
Cu(II) -0.03 −0.52 −0.07 −0.59 – −0.49 0.35 
Cu(I) 0 −0.44 −0.39 −0.54 – −0.46 0.10 

























図 3.1 ビリルビンオキシダーゼ(BOD)の電子受容部位(T1Cu)と酸素還元部位(TNC)の概要図. 
基質であるビリルビンを酸化して４電子を先ず T1Cu 部位で受け取った後、TNCへ電子を













































図 3.3 WT BOD(左側)とM467Q BOD(右側)のT1Cu周辺の構造. 赤い球表示がT1Cuを示し、
赤色のスティックが酸素、濃い青色のスティックが窒素、白色のスティックが水素、黄色












図 3.4 (a) 今回計算に使用した計算モデルの全体系. BODを直径 90 Åの水球で覆い、全系と
した. (b) WT BODの T1Cu 周辺の QM領域. Trp396 と His398 の共有結合を含むように T1Cu
に配位しているアミノ酸残基を選択した. (c) M467Q BODの T1Cu 周辺の QM領域. M467Q




















図 3.5 WT BOD における T1Cu 部位周辺を選択した QM領域に対する QM/MM法で構造最
適化した結果. (a)は T1Cu イオンが Cu(II)状態を、(b)は Cu(I)状態の結果を表す. 全てピンク






















図 3.6 M467Q BOD における T1Cu部位周辺を選択したQM領域に対するQM/MM法で構造
最適化した結果. (a)は T1Cu イオンが Cu(II)状態を、(b)は Cu(I)状態の結果を表す. 全てピン























図 3.7 WT BODにおける分子軌道. (a)は脱プロトン化状態の Cyx457 で、Cu(II)状態における
HOMO(Highest Occupied Molecular Orbital). (b)は脱プロトン化状態の Cyx457 で、Cu(I)状態に
おける LUMO(Lowest Unoccupied Molecular Orbital). (c)と(d)はプロトン化状態のCys457にお























図 3.8 M467Q BODにおける分子軌道. (a)は脱プロトン化状態の Cyx457 で、Cu(II)状態にお
ける HOMO(Highest Occupied Molecular Orbital). (b)は脱プロトン化状態の Cyx457 で、Cu(I)
状態における LUMO(Lowest Unoccupied Molecular Orbital). (c)と(d)はプロトン化状態の
















図 3.9 WT BODの T1Cu周りの 4つの配位子で作られる三角錐. (a, b)は Cys457の脱プロトン












図 3.10 M467Q BODの T1Cu周りの 4つの配位子で作られる三角錐. (a, b)は Cys457の脱プロ


























図 3.11 WT BODと M467Q BOD、WTから PyMOL プログラムから作成した Trp-His の間に
共有結合を持った変異型 M467Qモデル(Bonded M467Q)に対して、それぞれ QM/MM法で計











 ビリルビンオキシダーゼ(BOD)は、2 bilirubin + O2 + 4 H
+
 ⇌ 2 biliverdin + 2 H2Oの反応を触
媒する[114]。BODは 60 kDa の分子量を持つ単量体タンパク質である[97, 98]。T1Cu は基質
から得た電子を TNC(Trinuclear copper center)へと伝達させる役割を持つ。TNC中の 2 つの
T3Cu は His458-Cys457 と Cys457-His459 を経由する Y型の経路で T1Cu と繋がっており、





 これまでの研究から MCOの酵素活性は T1Cuの酸化還元電位によって支配されているこ





 図 4.1 に BODの触媒サイクルを形成している中間体候補を示す[88, 91]。近年の研究で
MCOの天然型酵素や変異体の構造が明らかになり、2種類の酸素還元の中間体候補につい
て X線結晶構造が解かれている[118]。完全酸化型として 2 つの中間体が触媒サイクル中で
考えられており、1つは native intermediate (NI、intermediate II [117, 119])中間体であり、もう
一つは resting oxidized (RO)中間体が考えられている(図 4.1)。NI状態において、μ3-oxo と
μ
2
-OHの両方が 2 つの T3Cu に架橋されている構造を取っているが、RO状態では、T3Cu 間
に μ2-OHだけが架橋した構造をしている(図 4.1)。NIから ROへの遷移速度は触媒サイクル
の反応速度より遅く、NI状態が実質の完全酸化型の役割を触媒サイクル中で担っている[88, 
119-121]。4 電子還元後、全て Cu(I)状態である完全還元型の fully reduced (FR)状態が形成さ
れ、酸化型中で T2Cu に配位した OHはプロトン化され H2Oを生成する(図 4.1)。TNC の不
飽和(隣接する原子間に 2価以上で結合していることを不飽和結合といい、不飽和結合を持
つ化合物のこと。また、錯体においては 18 電子則を満たさない場合もこれに対応する)部位
に O2は結合することができ、2 電子還元された中間体 peroxy intermediate (PI, intermediate I 
[117, 119])を形成する。さらに 2 電子還元されることで、NI状態が再生成される(図 4.1)。 
しかしながら、BODによる酸素から水への 4 電子還元において、ROから PIを通り FR
へ 2 回の 2 電子還元過程で進行する反応機構[119]や、PIから PI+e-を経由して NIへ進行す
る反応機構などが提案されている[88, 91, 120, 121]が、櫻井らのグループでは TNCに直接配








は特に 4電子還元過程(BODの触媒サイクル中の NI→FRと RO→FR)による構造変化が触媒
サイクル中で特徴的であることに注目し研究を行った。これらの過程は触媒サイクル全体
や T1Cu と TNCの相対的な酸化還元電位に深く関係している。これらの役割と機能的特徴
がBODの触媒活性に対する重要な洞察とBODの応用への道筋を提供できると考えられる。 
 本論文では、WT BOD (PDB ID: 6QIZ)と M467Q BOD(PDB ID: 6IQY)の X線結晶構造 [99]
をもとに、高精度な量子力学/古典力学混合法(QM/MM法)を用い、触媒サイクル中の 4 電子




 計算モデルの初期構造は、第 3 章と同様に高解像度の WT BOD (PDB ID: 6IQZ)と変異型
M467Q BOD (PDBID: 6IQY)のX線結晶構造(それぞれ1.43 Åと1.60 Åの解像度)[99]を基に、
計算モデルを構築して行った。計算モデルの平衡化では、第 3 章で説明した 298.15 Kにお
いて Na イオンと溶媒の水分子、水素原子の全てに対して 10 ps MDシミュレーションを実
行して QM/MM計算の初期構造とした。 
 QM/MMの境界には、リンク原子として水素原子を使用した。非結合項の QM-MM相互
作用では、構造最適化計算とエネルギー最適化計算それぞれで 9 Å のカットオフありとカ
ットオフ無しの electron embedding 法を使用した。 
QM領域には BOD内にある 4 個の Cu イオン(T1Cu, T2Cu, 2 個の T3Cu (T3aCu と T3bCu))
と活性中心近傍で Cu イオンに配位している 13 個のアミノ酸残基(His94、His96、His134、
His136、Trp396、His398、His401、His403、His456、Cys457、His458、His462、Met467 in WT 
/ Gln467 in M467Q)、TNCの T2Cu と T3Cu のそれぞれに配位している Oや OH-、H2Oを選
択した(図 4.2、表 4.1)。MM領域は QM領域以外の全ての原子である。また、第 3 章と同様
に T1Cu に配位している Cys457 のチオール基のプロトン化もしくは脱プロトン化状態を考
慮して計算を行った(表 4.1)。全系として溶媒を含め約 38,000 原子(約 10,000 分子)から成っ
ていて、QM領域は約 210 原子から構成されている。 
 計算レベルは UB3LYP-D3/LanL2DZ(ECP, Cu), 6-31G(d) (other atoms)を用い、MM領域には
AMBER99 力場を用いた。QM/MM計算には NWChemプログラムパッケージ(Version 6.3)を
使用し、計算には国内のスーパーコンピュータ(COMA＠Univ. of Tsukuba)を利用した。 
 
4.3 ビリルビンオキシダーゼの触媒サイクル中の RO と FR の構造 
 高解像度の WT BODの X線結晶構造(PDB ID: 6IQZ)では、TNC周辺の電子密度マップが
明確に得られている(図 4.3)[99]。図 4.3 には特徴的な構造が見えており、T3aCu と T3bCu の
間に O原子が観測されている。そのため、QM領域の計算モデルには T3aCu と T3bCu の間




 T3aCu と T3bCu の間の異なる O原子の状態を考慮し、TNC周辺の O原子の異なるプロト
ン化状態を考慮した触媒サイクル中の中間体候補(ROと FR)を図 4.4 に示す。図 4.4 (a, c)は
先行研究[88, 119-121]で提案されている触媒サイクルにおける BODの中間体である。特に
図 4.4 (a)は先行研究では ROと呼ばれているが、本論文中では以降 RO1(=RO)と名付けた。
図 4.4 (b, d)は本研究で提案した新たな中間体候補である。図 4.4(a, b)の完全酸化型に関して
は、組成は全く同じだが O原子のプロトン化状態が異なる 2 つの(RO0と RO1)を検討した。 
RO1では T2Cu に配位した O原子が OH
-であり、T3Cu 間の O原子も μ2-OH-であるのに対し
て、RO0では T2Cu には H2Oが配位し、T3Cu 間には O原子(結果として μ
3
-oxo)を配位させ




4.4 QM/MM 計算結果 
4.4.1 ROと FRの構造 
 前述した RO状態としては 2 つの可能性として、RO1のように μ
2
-OHを持つ場合と RO0
のように μ3-oxo を持つ場合の可能性がある。ROの 2 つの QM/MMエネルギーを比較する
と、本論文で提案した RO0 の QM/MMエネルギーは、先行研究で提案されている RO1より
24.9 kcal/molも安定であった。先行研究で RO1の構造が提案されている[88, 119-121]が、新
たに本論文で提案した RO0の方が触媒サイクル中で好ましいと考えられる。 
WT の T1Cu は、4 つのアミノ酸残基(His398、Cys457、His462 と Met467)が配位している。
RO0のような完全酸化状態では、QM/MM構造最適化後の T1Cu(II)と S(Met467)原子との距
離は Rcalc(T1Cu(II), S(Met467)) = 3.23 Å であるが、その他の配位結合長(Rcal (T1Cu(II), 
N(His398)) = 2.01 Å、Rcalc(T1Cu(II), N(His462)) = 1.98 Å、Rcalc(T1Cu(II), S(Cys457)) = 2.17 Å)
と比較して長くなっている(表 4.2)。2 つの His と Cys 中の原子によって底面の三角形を形成
し、Met467 の S原子が軸位を決めることで T1Cu の配位幾何構造は三角錐型をしている。
構造も結合長も T1Cu のみの計算であった第 3 章の結果と非常に近い結果であり、T1Cu 原
子の還元に伴う T1Cu 周りの構造変化は非常に小さく、高解像度の X線結晶構造の結果
(6QIZ)と良く一致していた [99, 124]。 
 図 4.5(a)に T1Cu の LSONO(Localized singly occupied natural orbital)[68]を示す。T1Cu の
LSONO は Cu イオンのdx2−y2軌道と Cys457 の S原子の 2p 軌道が主な成分である。この結
果も第 3 章の結果とも一致している。 
 完全還元状態である FR状態では、T1Cu 周辺の原子間距離と還元による(酸化状態(RO)と
比べて)距離の変化量(ΔRcalc)は、Rcalc(T1Cu(I), S(Met467)) = 3.44 (ΔRcalc = +0.21) Å、Rcalc(T1Cu(I), 
N(His398)) = 2.19 (ΔRcalc = +0.18) Å、Rcalc(T1Cu(I), N(His462)) = 2.00 (ΔRcalc = +0.02) Å、
Rcalc(T1Cu(I), S(Cys457)) = 2.20 (ΔRcalc = +0.03) Åであり、ROの距離より若干上昇している(表
4.2)。丸括弧内の値が変化量に対応している。これらの値は構造変化としては非常に小さく、
T1Cu 部位には電子伝達する役割があるため、再配置エネルギーを最小にすると考えるとこ
の結果は望ましい。これらの小さな構造変化は T1Cu の d 軌道から Cys457 の S原子の p 軌
道への大きなスピン軌道の非局在化に起因していると考えることができる。 
RO0と RO1の TNCを構成する 3 つの Cu イオン間の距離を比較すると、TNCの中心にあ
る μ3-oxo を取り除くこと(つまり、RO0→RO1に対応)で TNCの三角形の面積が大きくなって
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いる。また、FRWの距離は Rcalc (T2Cu-T3aCu) = 4.34 Å (+0.86)、Rcalc (T2Cu-T3bCu) = 4.52 Å 
(+1.04)、Rcalc (T3aCu-T3bCu) = 4.79 Å (+1.52)であり、丸括弧内の値は RO0と比較した距離の
変化量を示す。T3Cu 間の μ2-water(μ2-W)を取り除いた構造である FRでは、Cu-Cu 間の距離
は 4.27 Å、4.45 Å、4.60 Åであり、FRWと比べてわずかに小さくなっている。従って、μ
2
-W
は T3Cu 原子をわずかに伸ばすことに寄与している。つまり、Cu イオンとの配位結合長が
大きく変化していないことから、還元による構造変化は(T1Cu を除く)それぞれの Cu イオン
の座標位置が変わることが主に計算されていることを示唆している。 
 WT BODの X線結晶構造(PDB ID: 6IQZ)[99]の T1Cu 周辺の距離は、それぞれ Rexp(T1Cu, 
S(Met467)) = 3.36 (-0.08) Å、Rexp(T1Cu, N(His398)) = 2.06 (−0.13) Å、Rexp(T1Cu, N(His462)) = 





4.4.2 Löwdinのスピン密度と NI中間体 
 表 4.3 に計算で求めた原子毎の Löwdin のスピン密度をまとめた。経験則である HSAB 則
では、柔らかい酸の Cu(I)や中間の酸の Cu(II)は、柔らかい塩基(Cys 中に存在する) -SH や-S-
と結合し易いとされている。2つのROに関する Löwdinのスピン密度を見てみると(表 4.3)、
プロトン化している Cys457 の RO1に特徴的な結果が現れている。ROは完全酸化型である
ため、全ての Cu イオンは Cu(II)状態であるはずであるが、ρ(T1Cu(RO1, Cys457)) = 0.01 と
T1Cu が Cu(I)状態なっていることともに ρ(S(Cys457)) = 0.00 であった。これは、T3Cu に配
位している His136 から電子が飛び、T1Cu(I)になり、His136 が電荷を持っている状態となっ
たためである。Cys を脱プロトン化した Cyx457 の結果を見てみると(表 4.3)、RO0と RO1の
両方とも T1Cu のスピン密度はそれぞれ ρ(T1Cu(RO0, Cyx457)) = 0.31 と ρ(T1Cu(RO1, 
Cyx457)) = 0.32 であり、RO0と RO1中の Cyx457 のスピン密度はともに ρ(S(Cyx457)) =0.57





のスピン密度は ρ(T2Cu) = 0.62 と 0.50、 ρ(T3aCu) = 0.53 と 0.56、ρ(T3bCu) = 0.65 と 0.60 で
あった。このように、全ての T1Cu、T2Cu、T3Cu 原子は RO状態において形式的に酸化状
態 Cu(II)に帰属される。TNCのスピン軌道は LSONO [68]で描画した(図 4.5(b-d))。図 4.5(b,c)
は 2つのT3Cu周辺のLSONOを表しており、T3Cuの d軌道が 3つのHisのN原子の lone-pair
の軌道、さらに μ3-oxo の px,y軌道と配位し、四面体構造を取っている。図 4.5(d)は T2Cu の
LSONO を表し、2 つの His の N原子の lone-pair の軌道、さらに μ3-oxo の px,y軌道、H2O の
O 原子の p 軌道と配位し、平面四配位構造を取っていることがわかる。 
FR のような完全還元状態では、T1Cu は Cu(I)状態になっていることから T1Cu や Cys457
の S原子状にスピン密度は見られていない。 
 次に、NIの構造に関して解析を行った。NI の構造については MCOの一種である CueO
の先行研究で X線結晶構造が取られており[117]、T2Cu には配位子として OHが、T3Cu 間
に μ2-OHが架橋され、T2Cu と 2 つの T3Cu 間には μ3-oxo が架橋された構造であると提案さ
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れていた[14, 28, 75, 91]。しかしながら、NIの構造に対して QM/MM 計算を行ったところ、
NI は完全酸化型であるので 4 つの Cu は全て Cu(II)状態であるはずだが、表 4.3 を確認する
と ρ(T1Cu) = 0.00となり、T1CuはCu(I)状態となっており、NI状態とは異なる結果となった。
さらに、NIのスピン密度は T2Cuと 2つの T3Cu間の μ3-oxoに大きく分布(ρ(S(μ3-oxo)) =1.07)
し、Cyx457 の S原子(ρ(S(Cyx457)) = 0.00)には分布されていなかった。この結果は本 NI 状
態では TNCは μ3-oxo ラジカルが形成され、T1Cu は Cu(I)状態になっていることを示唆して
いる。異なる DFT 法の exchange-correlation 関数である BLYP[126]や BHLYP[127]を使用して




H+と NIWに対して計算を行った(図 4.6)。NI の T2Cu に配位している OHを H2Oにした構
造が NIH+であり、T3Cu 間に配位している μ2-OHを H2O にした構造が NI
Wである(図 4.6)。
プロトンを一つ加えた状態の NIH+と NIWでは T1Cu のスピン密度がそれぞれ ρ(T1Cu) =0.13
と 0.17であり、Cyx457の S原子にもそれぞれ ρ(S(Cys457)) = 0.30と 0.38で分布されている。
これらの T1Cu のスピン密度は T1Cu が半還元(half-reduced like)状態のような Cu(1.5)を表し
ている。これならば T1Cu がさらに還元されれば、T1Cu が TNCを還元できることを示唆し
ている。これらの QM/MM計算の結果に基づき、NIH+状態は安定な native intermediate の候
補の一つであると結論付けることができる。 
 次に、NI状態から RO状態へのプロトン化するプロセスを調べた。図 4.7 に、NIから 1
つ目のプロトン化と 2 つ目のプロトン化による 2 つの中間体を図示し、それぞれを NIH+と
ROWと名付けた。最初のプロトン化状態として、T2Cu に配位している OH－と、または T3Cu
間の μ2-OHとの 2 つのプロトン化サイトの可能性がある。2 つのプロトンを加えた状態を考
慮したが、NIH+の方が NIWより 34.1 kcal/molも安定であった。そのため図 4.7のように、T2Cu
の OHが最初にプロトン化され、それから、T3Cu 間の μ2-OHがそれに続いてプロトン化さ
れ ROWになる。一回目および二回目のプロトン化のためのエネルギー差は、∆𝐸 =
(𝐸NI −𝐸NI𝐻+) − (𝐸NI𝐻+ − 𝐸ROw) = 41.8 kcal/molであった。この結果は二回目のプロトン化ス
テップがエネルギー的に高く、反応が進行しにくいことを示す。ここで、ROを形成せず直
接触媒サイクルが進行する場合の反応速度は k = 350 s−1であり、比較して NI→ROへ行く方
向の反応は非常に遅く、ROへの反応速度が k = 0.05 s−1である[28]。この∆𝐸とこの結果[28]
は定性的に一致している。また、NIから RO への遷移のエネルギー障壁は 8.8–13.9 kcal/mol
と見積もられており[28]、これは NIH+への一回目のプロトン化過程は自発的に起こると考え
られる。もう一つの可能性として、T2Cu の H2O配位子の脱プロトン化が PI状態の形成中
に起こらないことが考えられる。 
 二回目のプロトン化後に生成される ROWは、T3aCu から Rcalc(T3aCu, OW) = 2.58 Å離れて
いる水分子を含んでいる。従って、水分子の放出後に RO状態は簡単に形成される。ROW
中で、T1Cu は、スピン密度がそれぞれ ρ(T1Cu) = 0.30、ρ(S(Cys457)) = 0.55、ρ(μ3-oxo) = 0.76、










造は 4 つの Cu を含んでいるため、実際の構造がどの中間体の状態に帰属できるかを調べる
ことは、非常に重要である。 
 先ず、QM領域内の水素原子と Cu イオンに配位している O原子を除く重原子に対する
RMSDについて X線結晶構造と QM/MM構造最適化で求めたそれぞれの中間体とで計算し
た(表 4.2)。WT BODの結果を見ると、X線結晶構造(PDB ID: 6IQZ)との QM/MM法の結果
との RMSDは 0.220~0.269 Å の値しかなく、つまり QM領域の構造変化はほとんどなく、さ




 そこで、T1Cu 周囲は第 3章の結果含めても構造変化自体は非常に小さかったことと、TNC
を構成する T2Cu と T3Cu で作る距離は各中間体の構造で変化が大きいことに注目した。還
元による TNCの特徴的な構造変化は主な酸化型(NIや RO)で μ3-oxo を失うことに起因して
いる。従って、T2Cu と 2 つの T3Cu 原子によって形成される三角形の面積の平方根と、TNC
の構造変化が関係していると考えた。つまり、三角形の面積に比例する新しい指標 lを用い
ることで、それぞれの BODの構造変化を特徴づけることを試みた。 
 三角形の 3 辺の長さが(𝑙12、𝑙23、𝑙31)の場合、三角形の面積はヘロン公式を使うと、 
 𝑆triangle = √𝑡(𝑡 − 𝑙12)(𝑡 − 𝑙23)(𝑡 − 𝑙31) (4.1) 
 
𝑡 =























となる。この l の値は実際の Cu-Cu の結合長に近い値となることから、指標 l は TNCの構
造変化を特徴づける(帰属する)のに非常に役立つ。面積の平方根を取って距離の指標(l)にし
ている理由としては、RMSDと同様に長さの単位(/Å)にした。 
WT BODにおける NIや NIH+、ROW、RO0のような酸化状態では、指標 l の値は 3.4~3.5 Å
で、FRWや FRのような還元状態では、指標 l の値は 4.4~4.5 Åであった(表 4.4)。従って、
指標 l は, 酸化型(NI、NIH+、RO0、RO1)と還元型（FRW、FR）の構造を良く分離できている。 
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 TNCを持つ構造としてWT BODの 6IQZの構造だけでなく、MCOのX線結晶構造(PDB ID 
= 2XLL [98]、3UAAと 3UAE[117])も対象にして指標 l を計算した。2XLLは解像度 2.305Å
の WT BODであり、3UAAと 3UAEは TNCのみを持つ(T1Cu を持たない)MCOである。PDB 
ID=3UAAは l = 3.5 Åで、3UAAを除いて、他のMCOの X線結晶構造(PDB ID=2XLL、6IQZ、
3UAE)の指標 l は 4.3-4.4 Åとなった。ここで、3UAAの X線結晶構造だけは TNCの中心に
μ
3
 –oxo が見えており、さらに T3Cu 間に O原子も見えていることから酸化状態(NI)である
と解明されている[117]。3UAAと 3UEAの X 線結晶構造はそれぞれ X-ray low dose と high 
dose 条件下の CueO (Cu efflux Oxidase)であり、3UAEは X線照射によってより還元されたデ














れる。従って、TNCの RMSDと比較しても、指標 l は TNCの酸化状態の違いを良く反映す
ることができることが示された(図 4.9)。 
 
4.4.4 WT BODと M467Q BODの還元過程での分子軌道の変化 
 銅中心における分子軌道の変化について図 4.10 に示した。WTと M467Q BODに対する
それぞれの Cu イオンの d 軌道のそれぞれの順位に対応するエネルギーを表 4.5 と表 4.6 に
それぞれ示す。NI状態において、LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital)は主に μ3-oxo
の p 軌道であり、HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital)は T1Cu と Cys457 の S原子に
局在化しており、スピン密度が T1Cu と Cys457 の S原子に分布していることと一致する。
NI では本来 T1Cu は Cu(II)状態であるはずだが、これは NIの HOMO は T1Cu 由来であり、
LUMOが μ3-oxo であることから電子状態が不安定である。 
最初のプロトン化過程である NIH＋では、LUMOが 4 つの Cu イオン由来に対応し、HOMO
が μ3-oxo の p 軌道由来である。また、より高い LUMOでは TNC上に強く局在化している。





は NIH+から RO0の間に−2.255 eVの差により−0.726 eVから−2.981 eVへ減少している。
TNCの平均の軌道エネルギー(βLUMO)はNI、NIH+、RO0のそれぞれで 2.922 eV、1.232 eV、
−1.425 eVであった。これは、プロトン化過程によって−1.689 eV と−2.658 eVだけ安定化
された。図 4.11 に Cuイオンの βLUMOを示す。RO0の軌道エネルギーから、T1Cuが最
初に還元され、その後 TNCが還元されると考えられる。 
59 
還元型の FRと FRWは、T1Cuと TNCの d 軌道は全て占有されている。βHOMOは T1Cu
の d 軌道に対応し、低い βHOMOは TNC の d 軌道が形成している。FRと FRWの軌道エネ
ルギーは T3Cu 間に架橋された μ2-W が βHOMOに影響しないことを示している。これは、




それぞれ－1.927 eVと－1.003 eVであり、WTと比較して 1.053 eV と 0.422 eV増加して
いる。FRWにおいて、T1Cu の βHOMOの軌道エネルギーと TNCに対応するより低い
βHOMOの平均の軌道エネルギーはそれぞれ 2.099 eVと 1.340 eVであり、こちらでも
1.378 eVと 0.383 eVだけ WTとより増加している。従って、これは定性的に、WTの方が
Cu(II)から Cu(I)に還元されやすいことを示し、変異の効果で T1Cuと TNCの軌道エネル





4.4.5 本論文で提案する新しい BODの触媒サイクル 
 図 4.12 に 4.4.4 節までで議論した結果を踏まえて、本論文の QM/MM計算に基づいた新た
に提案した BODの触媒サイクルとそれを構成する新しい中間体を記述した。本 NI状態は
スピン密度の結果から不安定であり、プロトン化した NIH+状態が安定な native intermediate
である。さらに、RO状態は RO1より RO0の方が 24.9 kcal/mol 安定であった。また、X 線結










4.5 第 4 章の総括 
 近年の X線結晶構造解析により MCOの天然型や変異型の立体構造が明らかになり、そ
の中でもMCOの触媒サイクル中に関連する 2種類の中間体候補の立体構造が解かれている。
しかしながら、先行研究の MCOの構造は触媒サイクル中のどの構造として帰属できるかと









高精度な QM/MM法を用いて、4 電子還元過程による 4 個の Cu イオンの構造変化と電子状
態の変化について理論的に解析した。 
 柴田と片岡らの最近の高解像度のX線結晶構造解析で得られている TNC周辺の電子密度
マップを確認すると、TNCを形成する T3aCu と T3bCu の間に O原子が観測されていること
から、O原子の異なるプロトン化状態を検討した。T2Cu に配位している O原子に関しても




より 24.9 kcal/molも安定であった。FR状態では、T3Cu 間に X線結晶構造の電子密度マッ
プで見えている O原子を考慮し、電荷に影響のない H2O(μ2-W)で架橋した中間体 FRWを検
討したが、先行研究の FRと比較しても構造変化に大きな違いはなかった。FR構造と RO0
構造を比較すると、構造変化としては非常に小さく、T1Cu 部位には電子伝達する役割があ
るため、(第 3 章の結果と同様に)再配置エネルギーを最小にするためだと考えられる。 
 Löwdin のスピン密度を解析すると、RO状態において T1Cu イオンは Cu(II)状態を取って
いると考えられるが、ρ(T1Cu)=0.00 と矛盾した結果を得た。これは、T1Cu に配位している
Cys457 のプロトン化状態によって影響を受けており、Cys457 を脱プロトン化すると T1Cu
と Cys457 の S原子のスピン密度が改善されることから、Cys457 は脱プロトン化して T1Cu
に配位していると結論づけた。また、本 NI 状態における Löwdin のスピン密度を解析する
と、NI状態は完全酸化型であるため RO状態同様に T1Cu は Cu(II)状態であると考えられる
が、ρ(T1Cu) = 0.00 であり、さらに TNCの μ3-oxo に大きく分布(ρ(μ3-oxo) =1.07)し、Cyx457
の S原子(ρ(S(Cyx457)) = 0.00)には分布しない結果を得た。この結果から本 NI状態では TNC
の μ3-oxo ラジカルが形成され、T1Cu は Cu(I)状態になることを示唆し、実験事実とは異な







と、TNCを構成する T2Cu と T3Cu で作る距離は各中間体の構造で変化が大きいことに注目
した。T2Cu と 2 つの T3Cu 原子によって形成される三角形の面積に比例する新しい指標 l
を用いることで、それぞれの BODの構造変化を特徴づけることを試みた。指標 l の値によ
って、酸化型(NI、NIH+、RO0、RO1)と還元型（FRW、FR）の構造を良く分離することがで
きた。TNCを持つ構造として、6IQZだけでなく MCOの X線結晶構造(2XLL、3UAA、3UAE)
も対象にして指標 l を計算し、3UAAの構造は NIH+状態に帰属し、その他の 3 つの構造は全
て FRWの構造に帰属した。実験的に 3UAA の X線結晶構造だけは TNCの中心に μ
3
-oxo が
見えており、さらに T3Cu 間に O原子も見えていることから酸化状態(NI)に、3UAE は FR




 分子軌道の変化を解析し、本 NI 状態では βHOMO が T1Cu 由来であり、βLUMOが μ3-oxo
由来となっており電子状態として不安定であった。NIH+状態ではこの分子軌道が改善され、
βHOMO と βLUMOの由来がそれぞれ μ3-oxo と T1Cu になっていることがわかった。また、
酸化型のプロトン化状態が進む(NI→NIH+→RO0)と、軌道エネルギーは安定化し還元されや
すくなる。WT と比較して、M467Qに対応する軌道エネルギーは全て増加しており、これ




















表 4.1 T1Cu および活性中心の TNC周辺における QM/MM法の計算条件とその詳細. 
計算条件 
計算プログラム NWChem (Version 6.3) 
計算レベル UB3LYP-D3 
基底関数 
Cu 原子: LanL2DZ, ECP 
他の原子: 6-31G(d) 
PDB ID 
WT BOD: 6IQZ 
M467Q BOD: 6IQY 
溶媒環境 TIP3P, 水球 90 Å (約 30,000 原子) 
MM領域 AMBER 99 力場 
Cys457 のプロトン化状態 




計算機 COMA@Univ. of Tsukuba 
QM領域 
・Cu イオン： 
T1Cu、T2Cu、2個の T3Cu (T3aCuと T3bCu) 
・13 個のアミノ酸残基： 
His94, His96, His134, His136, Trp396,  
His398, His401, His403, His456, Cys457, 
His458, His462,  










表 4.2 T1Cuと TNC周辺の主な原子間距離[Å]と結合角[degree]. RMSD(Root mean square deviation)は QM領域における水素原子を除く重原子に
対する X線結晶構造と QM/MM構造最適化後の構造を比較した値[Å]. (a)から(v)、(θ)、(φ)は図 4.2(b)に対応している. 
[a] J. A. Cracknell, T. P. McNamara, E. D. Lowe, and C. F. Blanford, "rubin oxidase from Myrothecium verrucaria: X-ray determination of the complete crystal structure and a rational surface modification for enhanced electrocatalytic O2 reduction", Dalton Trans. 40, 6668 (2011).
[b] H. Komori,  R. Sugiyama, K. Kataoka, Y. Higuchi, and T. Sakurai, "An O‐Centered Structure of the Trinuclear Copper Center in the Cys500Ser/Glu506Gln Mutant of CueO and Structural Changes in Low to High X‐Ray Dose Conditions", Angew. Chem. Int. Ed. 51(8), 1861–1864, (2012).
[c] M. Akter, T. Tokiwa, M. Shoji, K. Nishikawa, Y. Shigeta, T. Sakurai, Y. Higuchi, K. Kataoka, N. Shibata, "Redox potential-dependent formation of an unusual His–Trp bond in bilirubin oxidase", Chem. Eur. J., doi:10.1002/chem.201803798 (2018).
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RO1 0.43 0.53 0.63 0.39 - 0.16 (μ2OH) 0.06 (W) 0 - 0.01 0.31 0.36 0.31
















0.75 0.29 (μ2OH) 0.05 (W) 0.3










NIH+ (μ2W) 0.17 0.59 0.58 0.4 0.91 0.09 (μ2W) 0.33 (OH) 0.38 0 - 0 0 0
0.62 0.65 0 -
0.3 0.59 0.46 0.65 0.76 0.08 (W) 0.06 (W) 0.55
-
0 -
RO1 0.32 0.5 0.6 0.56 - 0.22 (μ2OH) 0.4 (OH) 0.57
RO0 0.31 0.62 0.65 0.53 0.63 - 0.06 (W) 0.57
0.01 0.01 0.01
0 - 0.1 0.1 0.11
0 - 0 0 0
0 0.1 0.1 0.11
FR 0 0 0 0 - - 0 (W) 0




RO0 0.33 0.62 0.64 0.59 0.6 - 0.06 (W) 0.57 - 0 0.01 0 0.01
FR 0 0 0 0
FRw 0 0 0 0 - 0 (μ2W) 0 (W) 0 - 0 0 0 0












表 4.4 計算した全て中間体と TNCを持つMCOの X線結晶構造における TNCに対する指
標 l の値[Å]と TNCの 3 つの Cu イオンに対する RMSD [Å].a 
Intemediate 
and MCO 
Index l RMSD(2XLL) RMSD(6IQZ) RMSD(3UAA) RMSD(3UAE) 
NI 3.538 0.716 0.766 0.105 0.749 
NI
H+
 3.382 0.720 0.766 0.051 0.765 
ROW 3.493 0.610 0.654 0.097 0.669 
RO0 3.405 0.658 0.702 0.088 0.713 
RO1 4.023 0.566 0.614 0.327 0.579 
FRW 4.538 0.232 0.245 0.683 0.257 








4.309 0.073 0 0.721 0.202 
3UAA 3.477 0.674 0.721 0 0.719 
3UAE 4.394 0.147 0.202 0.719 0 
a 
RMSD中の太字の下線が引かれた値は X線結晶構造と比較して一番小さい(近い)ことを表
す. 2XLLは解像度 2.305Åの WT BOD、6IQZ は高解像度(1.46Å)の WT BOD、3UAAと 3UAE









表 4.5 WT BODにおける Cu イオンの d 軌道に対応するβ分子軌道のエネルギー. これらの
軌道は図 4.10 の WT に描画している. 
States main component #MO orbital energy/ eV 
WT, NI T1Cu  HOMO 0.873 
 3-oxo  LUMO 1.911 
 T3Cu  LUMO+2 2.187 
 T3Cu  LUMO+4 2.986 
 T2Cu  LUMO+5 3.592 
WT, NIH+ 3-oxo  HOMO -0.968 
 T1Cu  LUMO -0.726 
 T3Cu  LUMO+1 0.661 
 T2Cu  LUMO+3 1.389 
 T3Cu  LUMO+4 1.646 
WT, RO0 T1Cu  LUMO -2.981 
 T3Cu  LUMO+1 -1.766 
 T3Cu  LUMO+2 -1.461 
 T2Cu  LUMO+3 -1.049 
WT, FRW T3Cu  HOMO-4 1.059 
 T2Cu  HOMO-3 1.044 
 T3Cu  HOMO-1 0.766 
 T1Cu  HOMO 0.721 
WT, FR T3Cu  HOMO-5 1.032 
 T2Cu  HOMO-3 1.009 
 T1Cu  HOMO-1 0.653 










表 4.6 M467Q BODにおけるCuイオンの d軌道に対応する β分子軌道のエネルギー. これら
の軌道は図 4.10 の M467Qに描画している. 
States main component #MO orbital energy/ eV 
M467Q, NI T1Cu  HOMO 1.922 
 3-oxo  LUMO 2.170 
 T3Cu  LUMO+2 2.804 
 T3Cu  LUMO+4 3.585 
 T2Cu  LUMO+5 4.048 
M467Q, NIH+ 3-oxo  HOMO -0.291 
 T1Cu  LUMO -0.054 
 T3Cu  LUMO+2 1.683 
 T2Cu  LUMO+4 2.609 
 T3Cu  LUMO+5 2.786 
M467Q, RO0 T1Cu  LUMO -1.927 
 T3Cu  LUMO+1 -1.264 
 T3Cu  LUMO+2 -1.087 
 T2Cu  LUMO+3 -0.657 
M467Q, FRW T2Cu  HOMO-6 1.129 
 T3Cu  HOMO-3 1.411 
 T3Cu  HOMO-1 1.480 
 T1Cu  HOMO 2.099 
M467Q, FR T2Cu  HOMO-5 0.989 
 T3Cu  HOMO-4 1.069 
 T3Cu  HOMO-2 1.432 

















図 4.1 先行研究で提案されている BODの活性中心における触媒サイクルの概略図[14, 28]. 
触媒反応が起こる前である完全酸化型である RO(Resting Oxidase)中間体から基質から電子
を受け取り完全還元型である FR(Fully Reduced)中間体に進行する. その後中間体である
PI(Peroxide Intermediate)、Intermediate II を通り、完全酸化型である NI(Native Intermediate)、




















図 4.2 (a)は本論文の第 4 章で使用した QM/MM計算の全系. (b)は WT BODと M467Q BOD
において選択した QM領域の概略図. Met467 を含む WT BODは Trp396 と His398 の間に共
有結合を持つ. Met467 の代わりに Gln467 を含む M467Q BODはこの共有結合が欠損してい
る. (c) WT BODの QM領域の立体構造. (d) M467Q BODの QM領域の立体構造. (c, d)におい





















図 4.3 WT BOD(PDB ID: 6IQZ)の TNC周辺の電子密度マップ (文献[99]の Supporting 




















図 4.4 TNC周辺の O原子の異なるプロトン化状態を考慮した触媒サイクル中の中間体候補
の模式図. (a, c)は先行研究[14, 28]で提案されている触媒サイクルにおける BODの中間体. 
特に(a)は先行研究では ROと呼ばれているが、本論文中では RO1(=RO)と名付けた. (b, d)は
本研究で提案した中間体. (a, b)に関しては、組成は全く同じだが O原子のプロトン化状態が










図 4.5 RO0状態における LSONO (Localized Singly Occupied Natural Orbital). LSONOは主に各
Cu イオン(T1Cu、T2Cu、T3aCu、T3bCu)に局在化された 4 つの d 軌道が見えている. 見やす
さのために、図は軌道の分布の一部を拡大して表示している. (a)は T1Cu 周辺の部分の
LSONO. (b)は T3bCu周辺の部分の LSONO. (c)は T3sCu周辺の部分の LSONO. (d)は T2Cu周
辺の部分の LSONO. 球体表示が Cu イオンを表し、赤色が T1Cu、黄緑色が T2Cu、オレン
ジ色が T3Cu を表す。赤色のスティックが O 原子、銀色のスティックが C原子、青色のス

























図 4.6 先行研究で提案された NI[14, 28]と本論文で提案した NIにプロトンを加えた NIH+と
NI
W
. NI の T2Cu に配位している OHを H2Oにした構造が NI
H+であり、T3Cu 間に配位して
























図 4.7 NI状態からRO状態間のプロトン化過程における中間体. 二段階プロトン化過程とそ
れに続く水分子の解離はこのような過程を仮定している. また 1 段階目のプロトン化と二






















図 4.8 (a)は WT BODの立体構造. (b)は M467Q BODの立体構造. 赤色の構造は RO0、黄緑色






































図 4.10 WT と M467Q BODの β分子軌道のエネルギーダイアグラム. 左側がWT を、右側が

















































 タンパク質や核酸(DNA (Deoxyribonucleic Acid)や RNA (Ribonucleic Acid))、それらの複合
体といった生体高分子の機能や機構を理解するためには、原子レベルで生体分子の立体構
造を取得する必要がある。タンパク質構造データバンク(PDB: Protein Data Bank)は、生体高






X-ray Free Electron Laser)は超高強度かつ超短パルスの X線で、タンパク質等の試料が崩壊
する前、すなわち放射線(X線)損傷が顕在化する前に回折データを取得することが可能であ
り、XFELを用いることで放射還元されていない構造データが得られる[127]。また、それら
生体高分子の 3 次元構造座標データ(立体配座)は PDB の Web サイト(http://www.rcsb.org)を
介してデータベースにアクセスすることで、誰でも自由に無償で利用することができる。
PDB データは様々な形式でダウンロードすることが可能だが、通常テキスト形式で半角英
数字 4 文字の名前が付いた拡張子 pdb のファイルをダウンロードし、分子動力学(MD)計算
や QM/MM計算などの理論計算や分子表示ビューワーで利用されるが多い。半角英数字 4 文



















































Interaction Energy: IFIE)[129]やペア相互作用エネルギー(Pair Interaction Energy: PIE)[130]とい
うパラメーターで定量的に解析することができる。IFIE と PIEは、分子間相互作用におけ
るエネルギーの展開方法が異なるだけで、全系のエネルギーは等しい。また、
HF(Hartree-Fock)計算に加え、MP2(Second order Møller-Plesset perturbation theory)計算 
































𝑐𝑜𝑟𝑟  (5.2) 
































る。この第二項の値を HF法における IFIE もしくは PIEと呼ばれている。 
 また、フラグメント間相互作用エネルギーに対する分散力の寄与は、フラグメント I 番目













 PIEDA(Pair Interaction Energy Decomposition Analysis)分割は、IFIE を各エネルギー成分に
分解して、注目したい相互作用がどのエネルギー成分から成り立っているかを定量的に評
価できる方法である[136]。エネルギー成分は、静電相互作用エネルギー(Electrostatic 
interaction: ES)、交換反発相互作用エネルギー(Exchange-repulsion interaction: EX)、mixed term
を含む電荷移動相互作用エネルギー(Energy for charge-transfer interaction + mixed term: 
CT+mix)、分散相互作用エネルギー(Dispersion energy: DISP)に分割でき、 















 また、FMO法による計算が可能な計算プログラムは 2018 年現在、複数公開されており、
GAMESS (The General Atomic and Molecular Electronic Structure System)[138]や、Paics (The 
Parallelized Ab initio Calculation System)[139]、ABINIT-MP (The ABINT ab initio 
Multi-Processor)[140, 141]などが無料で使用でき主なプログラムとなっている。GAMESS で
は PIEを、Paics と ABINIT-MP では IFIE を利用することができるが、ABINIT-MP Open series
では IFIEだけでなく PIEも算出することが可能である。 
また、それぞれのプログラムには入力ファイルの作成や GUI(Graphical User Interface)の可


















用されている。主なプログラムとして、Chimera[150]や、PyMOL[111]、VMD (Visual Molecular 






タンパク質設計や in silico 創薬、酵素メカニズムの解明に繋がると考えられる。 
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5.5 タンパク質内の相互作用エネルギーの 3D 表示法 (3D-VIEP 
Method) 
 GAMESS と Paics、ABINIT-MP の FMO計算による相互作用エネルギーを解析・可視化す
る PyMOLの Plug-in、 “AnalysisFMO”ツールキットを開発した。この FMO法により得られ
た相互作用エネルギーの解析の結果を、3次元の立体構造に反映させた可視化方法をタンパ
ク質内の相互作用エネルギーの 3D表示法(3D Visualization of Interaction Energies in Protein 
(3D-VIEP) Method)と呼ぶ[152]。AnalysisFMO ツールキットは 2 つのツールから成り立って
いる。これらは、RbAnalysisFMOと PyMOL plug-in のツール群であり、それぞれオブジェク
ト指向言語 Ruby[153]と Python[154]で記述されている。 
 RbAnalysisFMOは、FMO計算に使用した PDB ファイルと FMO計算の結果であるアウト
プット(Text 形式)の二種類のファイルを読み込ませ、タンパク質中の 2 つアミノ酸残基間も
しくはアミノ酸残基―リガンド間の IFIEや PIEの相互作用エネルギーを CSV (Comma 
Separated Values: カンマ区切りの Text 形式) 形式のファイルに自動的に成形し保存する(図
5.3)。RbAnalysisFMOプログラム内で、ログファイルを書き出す Logger と FMO法の計算結
果をデータベース化するために HTML(HyperText Markup Language)形式や XML(Extensible 
Markup Language)形式ファイルを書き出す Nokogiri [sparklemotion/nokogiri, GitHub. 
https://github.com/sparklemotion/nokogiri/blob/master/LICENSE.md (accessed August 3,2018)]の
ライブラリーを使用している。CSVファイルには相互作用エネルギーだけでなく、各フラ
グメントの残基名と残基番号、Cys のジスルフィド結合の有無、フラグメント間の重心の距
離などが記述されている。3D-VIEP 法には、2 つの解析モード(All-pairs モードと
Selected-pairs モード)が存在する。RbAnalysisFMOで 2 つとも解析することができる。 






同時に自動で出力する。さらに、FMO2 レベルの Mulliken 電荷[136]を PDB ファイルの温度
因子のカラムに挿入した新しい PDB ファイルを作成する。 
Selected-pairs モードでは、ユーザーが指定した target(フラグメントやリガンド、ペプチド、
水など)とその他の全てのフラグメント間の IFIE/PIEを解析することができる(図 4.4)。系全





問題点として 2 つのことが挙げられる。1つ目は、ユーザーが指定した target とのダイマー
計算を行わないため、FMO2 レベルの Mulliken 電荷 [136]を正しく見積もれていないため、
解析結果として Mulliken 電荷はデータベース化されないことである。Gnuplot を使用し、ユ
ーザーが指定した target との相互作用エネルギーの棒グラフを自動で同時に出力する。2 つ
目は、2018 年現在ユーザーが指定した target との相互作用エネルギーの計算は GAMESS と
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 PyMOLの plug-in は、GAMESS と Paics、ABINIT-MP に対応する 3 つのツール郡で構成さ
れている。それぞれ PyGAMESS と PyPAICS、PyABINIT-MP である。PyMOLの plug-in は、
RbAnalysisFMO で解析した CSVファイルと PDB ファイルを読み込むことで、PyMOL 上で
生体分子などの巨大分子を描画した上に IFIE や PIEを反映させ可視化するツールである。
PyMOLに組み組むことは非常に簡単で(PyMOL上のmenu bar中の external GUI of PyMOL → 
Plugin → Plugin Manager → Install new Plugin → Choose f ile...)で、3D-VIEP 法で表示すること
が可能となる。 
 具体的な解析のフローチャートを図 5.5 に示す。先ず、GAMESS や Paics、ABINIT-MP の 
FMOプログラムを使用してタンパク質やタンパク質－リガンド複合体などの生体分子を計
算し、IFIEもしくは PIEの相互作用エネルギーのデータを含むアウトプットを作成する。
次に、RbAnalysisFMOを使って、PDB ファイルと FMO計算のアウトプットから IFIE もし
くは PIEのデータを含む CSVファイルを作成する。作成したエネルギーデータが入った





5.6 3D-VIEP 法を使った解析例 
 以下のセクションでは、FMO計算の相互作用エネルギーの解析を 3D-VIEP 法を使って具
体的な応用例に適用させて解析を行った。結晶構造の単純な分析ではなく、実際の高精度
な FMO法の結果を用いて定量的に議論した。特に、リガンド複合体である L-フコース特異
的レクチンや複数の Cu イオン含有酵素である BODに対して、より深い考察を得るために
どのように貢献できるかを示していく。 
 
5.6.1 L-フコース特異的レクチン(Fucose SpecificLectin)の相互作用エネルギー解析 
 細胞表面を覆っている複合糖質の特異的認識は、病原性感染症における最初の段階であ





鎖と Thr83 と Arg85 の主鎖がフコースに相互作用することを示唆している[158]。しかし、
これらの相互作用を定量的に評価することは、結晶構造のみを使って解析を行うことは困
難である。 
そこで FMOプログラムパッケージである Paics を使用して、BC2L-C(PDB ID: 2WQ4)[127]
に対して FMO計算を行い、BC2L-C とフコース間の相互作用を定量的に評価した。 
 3D-VIEP 法の Selected-pairs モードを使用して、セレノ－メチル化されたフコース
(Seleno-methylated fucose: SFU)と他のアミノ酸残基間の相互作用エネルギー(IFIE)を可視化
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したものを図 5.8Aに示す。ここでは、PyPAICS plug-in を使用して表示している。図 4.8A
では SFUを目立たせるため黄緑色にしており、赤色に近い方が attractive な相互作用を、青
色に近い方が repulsive な相互作用を、白色が 0 kcal/molの相互作用エネルギーを表す。色が
濃ければ濃いほどエネルギーの値が大きいことを表す。SFUの周囲 3 Åに位置しているア
ミノ酸残基(chain A の Gly84 と chain A の Arg85、chain C の Thr74、chain C の Arg111)が表
示されていて、これらのアミノ酸残基は attractive な相互作用をしている。これらのアミノ
酸残基に対する相互作用エネルギーは、Arg111 > Arg85 > Gly84 > Thr74 の順で安定化に寄与
している。特に、Gly84 の主鎖は、Thr74 より強く SFUと相互作用している。しかし、Gly84
は PDB ファイルの記録では SFUとの相互作用は示されていなかった。これは、FMO計算
が結晶構造のみの解析において見落とされる相互作用を明らかにできることを示している。 
 また、最近の研究で長距離相互作用が酵素活性やリガンドの認識に関与することが知ら
れている[159]。3D-VIEP 法の All-pairs モードを用いることで、BC2L-Cにおける長距離相互
作用の存在を確かめることができる。Chain B のセリン(Ser76)と糖鎖の結合部位を形成する
アミノ酸残基(Chain C中の Thr83 と Gly84、Arg85)間の安定化/attractive な相互作用を図 4.8B






 Ascomycete Myrothecium verrucaria からの BODである MvBO(PDB ID: 2XLL)[99]を使い、
特定のアミノ酸の生物学的機能を解明していく。MvBOは、三種類(type 1 copper (T1Cu)と
type 2 copper (T2Cu)、type 3 copper (T3Cu))に分類される 4 つの Cu イオンを持つ酸化還元酵
素である。MvBOは活性中心に T2Cu と 2 つの T3Cu が存在し(図 5.9A)[42, 99]、Bilirubin を
酸化し Biliverdin を生成するのに伴って、酸素分子を水分子に還元する反応を触媒する[20, 
95, 99, 125, 160]。MvBOの活性中心にある 3 つの Cu イオンに 3 つのヒスチジン(His136 と
His401、His403)が配位している。Cu イオンには直接配位していないが、この 3 つの His 近
傍にあるアスパラギン酸(Asp105)をアラニン(Ala)やアスパラギン(Asn)に点変異させると、
Cu イオンの結合に影響を与え Native の構造でなくなり、Bilirubin に対する酵素活性が低下
することが知られている[95]。しかし、これらの点変異(Asp105Ala や Asp105Asn)によって、
Cu イオンの数が減少する理由は解明されていない。 
 そこで、MvBO (PDB ID: 2XLL)に対する FMO計算を行って 3D-VIEP 法を使って点変異に
よる効果の説明を試みた。FMO計算は GAMESS プログラムを使用し行った。Cu は四配位
していて 1 つのフラグメントのサイズが非常に大きいことやマルチ金属中心を含むモノマ
ーの SCF (Self-consistent field)とダイマーの SCC (Self-consistent charge)の収束が非常に計算
的に困難なため、MvBO中の全ての Cu イオンを除いた状態で FMO計算を行った。 
3D-VIEP 法で表示した図 5.9B, Cを見ると、Asp105 は Cu イオンに配位している 3 つの
His(His136 と His401、His403)と強く安定に引力相互作用していることがわかる。また、
Asp105 は 3 つの His に対して約-30～-40 kcal/mol で安定化に寄与している(図 5.9C)。アミノ
酸残基間の相互作用は、結合ポケットの補因子の安定性や基質の結合安定性、タンパク質
のフォールディングなどを含むタンパク質の生理的機能の主要素を表している。それゆえ
に、Asp105 による Cu イオンに配位している 3 つの His との相互作用は、酸化還元反応が機
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能することや Cu イオンに対して 3 つの His が最適な位置で結合し、構造の安定性を反映し
ていると考えられる。MvBO中の Asp105 は、TNCに配位している 3 つの His 残基をこれら
の機能が働くような Cu イオンに対して最適な位置に保っていると考えられる(図 5.9B)。 
 






法を本論文で考案し、本手法を PyMOL上で使用するために PyMOLの plug-in を開発した。
本手法を 2 つの生体分子の系に適用させて解析した。 
1つ目として、急な肺障害を引き起こす日和見感染細菌であるBurkholderia cenocepaciaは、
L-フコース特異的レクチン(BC2L-C)を使用して糖鎖を認識していることが知られている。
BC2L-Cは、Thr74 と Arg85 の側鎖と Thr83 と Arg85 の主鎖がフコースに相互作用すること
を示唆されているが、結晶構造のみを使って解析することは困難であるため、Paics プログ
ラムを使用して解析を行った。セレノ－メチル化されたフコース(SFU) の周囲 3 Åに位置し
ているアミノ酸残基(chain A の Gly84 と chain A の Arg85、chain C の Thr74、chain C の
Arg111)が、attractive な相互作用をしていることがわかった。特に、Gly84 は PDB ファイル
の記録では SFUとの相互作用は示されていなかったが、Gly84の主鎖は Thr74より強く SFU
と相互作用していることが FMO法の結果を可視化することで解明することができた。また、
Chain B の Ser76 と糖鎖の結合部位を形成するアミノ酸残基(Chain C中の Thr83 と Gly84、




 2 つ目として、Ascomycete Myrothecium verrucaria からの Bilirubin Oxidase(BOD)である
MvBOは、三種類の 4つのCuイオンを持つ酸化還元酵素であり、Bilirubinを酸化しBiliverdin
を生成するのに伴って、酸素分子を水分子に還元する反応を触媒することが知られている。
MvBOの活性中心である TNCに配位している 3 つのヒスチジン(His136 と His401、His403)
近傍にある Asp105 を Ala や Asn に点変異させると、Native の構造でなくなり、Bilirubin に
対する酵素活性が低下することが知られている。そこで、GAMESSプログラムを使用し、
点変異による効果の説明を試みた。Asp105 は Cu イオンに配位している 3 つの His(His136
と His401、His403) に対して約-30～-40 kcal/mol で安定化に寄与していることがわかった。
































○ ○ ○ 
IFIEs を可視化できる plug-in は? ○ (PyPAICS) × ○ (PyABINIT-MP) 




Linux マシーンで plug-in を使用で
きるか? 
○ ○ ○ 
Window マシーンで plug-in を使用
できるか s? 
○ × ○ (Only PyABINIT-MP) 
a. The version is PAICS, 2012/05/13 version or later. 
b. The version is GAMESS, Version 11 Nov. 2017 (R3), FMO version 5.2. 























































図 5.3 FMO計算による相互作用エネルギーを解析・可視化する PyMOLの Plug-in である
AnalysisFMOツールキット(タンパク質内の相互作用エネルギーの 3D表示法(3D 
Visualization of Interaction Energies in Protein (3D-VIEP) Method))の概略図. 先ず、青色で示す
部分で PDB ファイルと FMO法の計算結果(アウトプット)を RbAnalysisFMOで解析し、整
形した CSVファイルを出力する(緑矢印). 同時に All-pairsモードで解析すればGnuplotを使
って、二次元の相互作用マップを出力し、Selected-pairs モードではユーザーが指定したフラ
グメント番号との相互作用エネルギーを棒グラフで出力する. 次に解析した CSVファイル


















































図 5.6 PyMOLに plug-inを組み込み実際の 3次元立体構造上に相互作用エネルギーを反映さ
せ描画させた図. PyMOL上の plug-inメニューから右側の開発した plug-inのウィンドウを立
ち上げ、解析したい残基を指定することで、その残基とのタンパク質内で相互作用する残
基と相互作用の大きさを棒グラフで表示. 赤が安定な相互作用で、青が不安定な相互作用を



































図 5.8 AnalysisFMOツールキット(PyPaics)を使った Burkholderia cenocepacia (BC2L-C, PDB 
ID: 2WQ4)の IFIEの解析結果. (a)が Selected-pair モードで解析を行い、SFUから 3 Å以内の
アミノ酸残基を表示しており、Se 原子を S原子に置換した SFUとの相互作用を示している. 
FMO計算は MP2 レベル、基底関数には cc-pVDZ を用いた. 赤色は attractive な相互作用を
表し、色が濃いほどエネルギーが低い. 白色は 0 kcal/mol を表す. (b) All-pairs モードで解析









図 5.9 PyGAMESS を使用して、Myrothecium verrucaria bilirubin oxidase (MvBO, PDB ID: 
2XLL)の PIEの解析結果. (a) Type 2 Cu (T2Cu)と Type 3 Cu (T3Cu)に配位している 3つのヒス
チジン(His136 と His401、His403). (b) Asp105 とアミノ酸残基間との PIEを表示した図. 赤い
棒で attractive な相互作用を表し、線が太いほどエネルギーが低く安定. (c) Asp105 と強く安
定に相互作用するアミノ酸残基を上から 5 つ表示した棒グラフ. PIEは kcal/mol 単位. 
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部位である T1Cu 周辺の環境と酸化還元電位を高解像度の X 線結晶構造を用いて研究を行
った。過去の多くの研究から T1Cu の配位子である Met467 を Gln に点変異させると酸化
還元電位が低下することや、最近の高解像度の X 線結晶構造解析により WT では T1Cu の
配位子である His398 が Trp396 と共有結合を形成するのに対して、変異型の M467Q では
これが欠損することが明らかにされた。近年の結晶構造解析の発展により、BODの触媒サ
イクル中の中間体における、Cuイオン近傍の特徴的な構造変化が詳細に観測できるように







の特徴的な構造である共有結合の有無を WT BODと M467Q BODを使い、高精度な量子力
学/古典力学混合法(QM/MM 法)を用い、解析した。さらに、WT と M467Q の構造で異なる
電子状態を計算することで、T1Cu 周辺における酸化還元電位を求めた。その後、WT BOD
の X 線結晶構造をもとに、高精度な QM/MM 法を用い、触媒サイクル中の 4 電子還元の過
程での 4 個の Cu イオンの構造変化と電子状態の変化について理論的に解析し、触媒サイク
ルについて議論した。 
 QM/MM法の結果から WT BODで Trp396 と His398間の共有結合長は、X線結晶構造
の結合長と比較して、異なる T1Cuの電荷状態である Cu(II)と Cu(I)状態の両方において正
確に再現でき、共有結合の存在を明らかにした。M467Qでは実験結果より結合距離が離れ
ていることからも Trp-His の共有結合は欠損していると考えられる。T1Cu の配位子に関し
ても X 線結晶構造の結合長と比較し、距離の変化量が小さいことから X 線結晶構造と非常





が T1Cu のdx2−y2軌道ではなく、T1Cu のdx2−y2軌道の軸位に弱く配位している Met467 の S
原子に非局在化している分子軌道になっているため、先行研究と異なる。このことから、
Cys457 は脱プロトン化状態を取っていると結論付けた。QM/MM 計算により求めたギブス
自由エネルギー(酸化還元電位)差(∆𝐺)は、WTとM467Qそれぞれ 3.85 eVと 3.26 eVであり、
ギブス自由エネルギー(酸化還元電位)差の変化量(∆∆G＝∆GM467Q - ∆GWT)は、-0.59 eV であっ
た。この結果は M467Q BODで観測されている酸化還元電位が減少する傾向と一致している。
WT と M467Q の間には Met467Gln の変異効果と Trp396-His398 の架橋の有無があり、これ
が T1Cu の酸化還元電位にどう影響するかを明らかにするために、Trp396–His398 の共有結
合を持つ変異型 M467Q BODのモデル(Bonded M467Q BOD)を作成し、QM/MM法を用いて
理論的に解析を行った。M467Q の変異体効果と Trp396–His398 の共有結合のそれぞれの寄
与は、ΔΔGM467Q = −0.19 eV (= ΔGbonded M467Q − ΔGWT) と ΔΔGdecrosslinked = −0.40 eV (= ΔGM467Q − 
ΔGbonded M467Q)であり、M467Qの変異効果と Trp396-His398 の共有結合の有無の両方が酸化還
元電位の減少を導いたと結論付けた。 
 最近の高解像度の X線結晶構造解析により TNCを形成する T3aCuと T3bCuの間にO原
子が観測されており、O原子の異なるプロトン化状態を検討し、触媒サイクル中の中間候補
を QM/MM計算によって解析を行った。先行研究で提案されている μ2-OH を持つ RO1と組
成が全く同じであるが μ3-oxoを持つ RO0を検討したところ、RO0 の QM/MMエネルギーは、
RO1より 24.9 kcal/molも安定であった。先行研究で提案されている完全還元型の FRは T3Cu
間に O原子を持たいない構造を取っているが、T3Cu 間に X線結晶構造の電子密度マップで
見えている O 原子を考慮し、電荷に影響のない H2O(μ
2
-W)で架橋した中間体 FRWを検討し
た。FR 構造と RO0構造を比較すると、構造変化としては非常に小さく、T1Cu 部位には電
子伝達する役割があるため、再配置エネルギーを最小にするためだと考えられる。Löwdin
のスピン密度を解析すると、T1Cu 周辺の解析と同様に Cys457 は脱プロトン化していると
決定した。本 NI 状態における Löwdin のスピン密度を解析すると、NI状態は完全酸化型で
あるが、ρ(T1Cu) = 0.00であり、さらにT2Cuと 2つのT3Cu間のμ3-oxoに大きく分布(ρ(μ3-oxo) 
=1.07)し、Cyx457 の S原子(ρ(S(Cyx457)) = 0.00)には分布されていなかった。この結果は本
NI 状態では TNCは μ3-oxo ラジカルが形成され、T1Cu は Cu(I)状態になることを示唆し、実
験事実とは異なるため、NI状態にプロトンを加えた構造を検討した。NIにプロトンを一つ









する T2Cu と T3Cu で作る距離は各中間体の構造で変化が大きいことに注目し、T2Cu と 2
つの T3Cu 原子によって形成される三角形の面積に比例する新しい指標 l を用いることで、
それぞれの BOD の構造変化を特徴づけることを試みた。WT において NI や NIH+、ROW、
RO0のような酸化状態では、指標 l の値は 3.4~3.5 Åで、FRWや FRのような還元状態では、
指標 l の値は 4.4~4.5 Å であった(表 4.4)。従って、指標 l は, 酸化型(NI、NIH+、RO0、RO1)
と還元型（FRW、FR）の構造を良く分離できている。TNCを持つ構造としてWT BODの 6IQZ
の構造だけでなく、MCOの X線結晶構造(PDB ID = 2XLL [65]、3UAAと 3UAE[85])も対象
にして指標 l を計算し、3UAA の構造は NIH+状態に帰属でき、その他の 3 つの構造は全て
FRWの構造に帰属できた。3UAA の X 線結晶構造だけは TNC の中心に μ
3
–oxo が見えてお
り、さらに T3Cu 間に O原子も見えていることから酸化状態(NI)であるという実験事実とも
矛盾しない。つまり、TNCの RMSDと比較しても、指標 l は TNCの酸化状態の違いを良く
反映することができることが示され、TNC のような構造を持つタンパク質の帰属において
非常に役立つ指標であることが示された。 
WT BODとM467Q BODの還元過程での分子軌道の変化を解析し、本NI状態では βHOMO
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